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1.1 Aufbau des Gastrointestinaltrakts 
Der Aufbau des gesamten Magen-Darm-Trakts folgt einem einheitlichen Schema. 
Insgesamt bestehen alle Hohlorgane des Gastrointestinaltrakts aus vier 
Schichten. Von innen nach außen sind diese folgendermaßen angeordnet: 
Mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis und schließlich Serosa bzw. Tunica 
adventitia. Die Mucosa besteht wiederum aus drei Lagen: Die Lamina epithelialis 
bildet die innerste Schicht, anliegend die Lamina propria gefolgt von der Lamina 
muscularis. Die Lamina propria enthält Blut- und Lymphgefäße sowie glatte 
Muskelzellen, Drüsen und Lymphozyten, Fibroblasten und Histiozyten. 
Benachbart zur Mucosa befindet sich die Tela submucosa, eine bindegewebige 
Verschiebeschicht aus Kollagenfibrillen, in der sich Gefäße, Lymphbahnen und 
Nerven verzweigen und die Tunica muscularis versorgen. In der Tela submucosa 
befindet sich der Plexus submucosus, der für die viszeromotorische und -sensible 
Versorgung des Darms zuständig ist. Außen liegt die Tunica muscularis an, die 
mit Ausnahme des Magens in allen Verdauungsorganen aus zwei Schichten 
besteht, einem Stratum circulare innen und einem Stratum longitudinale außen. 
Zwischen beiden Schichten liegt der Plexus myentericus, der den Gastro-
intestinaltrakt viszeromotorisch innerviert. Der Plexus myentericus und 
submucosus steuern die Peristaltik und Motilität des Darms, können aber 
zusätzlich noch vom Sympathikus und Parasympathikus beeinflusst werden. 
Schließlich bilden die Tela subserosa und die Tunica serosa die äußersten 
Schichten. Die retroperitonealen Anteile von Duodenum und Colon sind nicht von 
Serosa sondern von einer Tunica adventitia umkleidet. 
Die einzelnen Darmabschnitte unterscheiden sich bereits makroskopisch. Der 
Dünndarm besteht aus Duodenum, Jejunum und Ileum. Im Duodenum imponiert 
das Schleimhautrelief als Plicae circulares (Kerckring-Falten), die wiederum aus 
Zotten bestehen und nach aboral immer flacher werden. Die Plicae circulares 
kommen im gesamten Dünndarm vor, jedoch sind diese im Duodenum am aus-
geprägtesten. Abgesehen von den Kerckring-Falten existieren ausschließlich im 




Das Jejunum unterscheidet sich vom Ileum im Schleimhautfaltenrelief, da die 
Plicae circulares im Jejunum dichter stehen als im Ileum. Letzteres wiederum 
besitzt zahlreiche Peyer-Plaques in der Lamina propria, welche bei der 
immunologischen Abwehr eine wichtige Rolle spielen. Diese Lymphfollikel 
reichen bis in die Submukosa hinein. Die Lamina epithelialis des gesamten Dünn-
darms beinhaltet M-Zellen. Ihre Aufgabe besteht darin, Antigene aufzunehmen 
und sie in den Keimzentren der Follikel zu präsentieren, woraufhin eine 
Aktivierung von B-Lymphozyten zu Plasamzellen stattfindet und diese dann IgA 
sezernieren. Im gesamten Dünndarm sind Zotten vorhanden, im Jejunum und 
Ileum zusätzlich Krypten. In der Tiefe der Krypten liegen Paneth-Zellen, Stamm-
zellen, Enterozyten mit Mikrovilli, enteroendokrine Zellen sowie Becherzellen. 
Der Dickdarm besteht aus Caecum mit Appendix vermiformis, Colon ascendens, 
Colon transversum, Colon descendens und geht über das Colon sigmoideum 
schließlich in das Rektum über. Colon ascendens und Colon descendens liegen 
sekundär retroperitoneal und besitzen daher kein Mesocolon. Abgesehen von 
Appendix vermiformis, Caecum und Rektum unterscheidet sich der Dickdarm 
durch drei wesentliche Merkmale vom Dünndarm: Von außen sind die 
charakteristischen drei Taenien (Stratum longitudinale der Tunica muscularis), 
Appendices omentales sowie Haustren sichtbar, innen sind Plicae semilunares 
coli ausgebildet. Zudem besitzt der Dickdarm keine Zotten, sondern aus-
schließlich Krypten, die sogenannten Lieberkühn-Krypten. Die Mucosa des Dick-
darms enthält wenige enteroendokrine Zellen, aber weitaus mehr Becherzellen 
als die Dünndarm-Mucosa. Die Submucosa von Colon und Appendix enthält 
zahlreiche Folliculi lympatici. 
Das Bindegewebe des Darms besteht überwiegend aus Kollagen I und 




1.2 Morbus Crohn 
1.2.1 Epidemiologie 
Morbus Crohn (MC) zählt wie auch Colitits Ulcerosa (CU) zu den Krankheiten aus 
dem Spektrum der chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED). Die 
Inzidenz von Morbus Crohn beträgt in Mitteleuropa 5,2 bis 8,6 Fälle pro 100.000 
Einwohner [1]. Die Prävalenz beträgt 120 bis 200 pro 100.000 Einwohner [1]. Die 
höchste Inzidenz und Prävalenz an Fällen von Morbus Crohn besteht in Nord-
europa und Nordamerika. Während in diesen Ländern die Anzahl von Kranken 
stabil bleibt, verzeichnen Kontinente und Regionen, die bisher eine niedrige 
Inzidenz und Prävalenz von Morbus Crohn aufwiesen, wie Asien, Afrika, 
Lateinamerika und Südeuropa, eine Zunahme an Morbus-Crohn-
Erkrankungen [2]. Auch gibt es ethnische Unterschiede; so hat die jüdische 
Bevölkerungsgruppe insgesamt ein deutlich erhöhtes Risiko an Morbus Crohn zu 
erkranken. Bei Auswanderung gleicht sich die Inzidenz allerdings in den nach-
folgenden Generationen der Inzidenz der Region, in die sie auswandern, an. Bei 
den in Ungarn lebenden Sinti und Roma dagegen verhält es sich anders. Diese 
sind auch in den nachfolgenden Generationen seltener von Morbus Crohn 
betroffen als die ungarische Bevölkerung, in der sie leben [3]. Ferner lässt sich 
feststellen, dass die nicht-kaukasische Bevölkerung eine niedrigere Inzidenz 
aufweist als die kaukasische [4]. Die Krankheitsmanifestation hat zwei 
Altersgipfel, einmal zwischen 15 Jahren und 34 Jahren und in der sechsten 
Lebensdekade [3, 5]. 
 
1.2.2 Morphologie 
Die Krankheit manifestiert sich in Form einer chronischen Entzündung des 
Gastrointestinaltrakts, welche den gesamten Verdauungstrakt von Mund bis zum 
Anus betreffen kann. Die häufigsten Lokalisationen sind terminales Ileum und 
Colon, das Rektum bleibt häufig ausgespart. 
Die Entzündung des Darms ist beim Morbus Crohn im Gegensatz zur Colitis 




muster einher, welches sich als diskontinuierliche oder segmentale Entzündung 
zeigt. Häufig manifestiert diese sich im ileocoecalen Übergangsbereich. Ein 
anderes Charakteristikum ist das Vorhandensein von Granulomen in der 
Darmwand. 
Die Krankheit wird in drei Krankheitsaktivitätsgrade eingeteilt. Zur Abgrenzung 
der einzelnen Stufen dient der Crohn’s Disease Activity Index (CDAI), bei Kindern 
entsprechend der Pediatric Crohn’s Disease Activity-Index sowie neuerdings der 
CRP-Wert, der bei einer hohen Krankheitsaktivität > 10 mg/l betragen muss [1]. 
Die CDAI-Skala reicht von 0 bis 600. In den CDAI gehen folgende Faktoren mit 
ein: Allgemeinbefinden, Gewichtsverlust, Fieber, Hämoglobin, Anzahl flüssiger 
Stühle pro Woche und weitere Beschwerden. Bei einem CDAI von bis zu 150 
befindet sich die Krankheit in Remission. Ein höherer CDAI deutet auf einen 
akuten behandlungsbedürftigen Schub hin. Werte über 300 finden sich bei einem 
schweren akuten Schub [6, 7]. 
Bei der milden Form der Entzündung zeigen sich Aphten und oberflächliche 
Exulzerationen auf der Darmschleimhaut. Die aktivere Form zeichnet sich durch 
landkartenartige Läsionen, die sogenannten skip lesions, sowie durch Mukosa, 
die von Exulzerationen umschlossen ist, das sogenannte „Pflastersteinrelief“, 
aus. Typisch für Morbus Crohn sind auch die in der Endoskopie sichtbaren snail 
tracks, welche als langgezogene Ulzerationen imponieren. Bei einer starken 
Entzündung kommt es häufig wie bei der Colitis Ulcerosa zur Ausbildung von 
zahlreichen Pseudopolypen. 
Mikroskopisch sind häufig aphtoide Läsionen und von Makrophagen gebildete 
nicht verkäsende Granulome nachweisbar. Subseröse Lymphozytenaggregate 
sowie Abschnitte von transmuraler Entzündung mit Fissuren gefolgt von normaler 
Mukosa sind weitere typische histologische Befunde. 
Die aktive Phase eines Morbus Crohn geht mit einer fokalen Entzündung oft mit 
Fistelbildung und durch Fibrosierung entstandenen Strikturen und Stenosen 
einher. Dadurch kann es zu rezidivierenden Darmverschlüssen oder im Falle 




1.2.3 Ätiologie und Pathogenese 
Die Ätiologie ist noch in weiten Teilen unbekannt, eine multifaktorielle Genese gilt 
als wahrscheinlich. Unter vielen Faktoren gelten vor allem Umweltfaktoren, 
immunologische Faktoren und eine genetische Prädisposition als ätiopatho-
genetisch [3]. 
Eine positive Familienanamnese stellt einen Risikofaktor dar. Verwandte ersten 
Grades eines an Morbus Crohn erkrankten Patienten besitzen ein 20-fach 
höheres Risiko an Morbus Crohn zu erkranken als die durchschnittliche 
Population. Zudem ist aus Zwillingsstudien bekannt, dass monozygote Zwillinge 
ein höheres Risiko haben an Morbus Crohn zu erkranken als dizygote Zwillinge 
[8, 9]. Ferner weiß man, dass Mutationen im Gen NOD2/CARD15 auf 
Chromosom 16 zu einer erhöhten Anfälligkeit für die Entstehung von Morbus 
Crohn führen [10-14]. Homozygote Träger von NOD2-Mutationen haben eine 20-
fach höhere Suszeptibilität für Morbus Crohn als der Durchschnitt. Bei hetero-
zygoten Trägern ist das Risiko auch erhöht, jedoch geringer als bei Homo-
zygoten. Inzwischen wurden über 70 Risiko-Genregionen identifiziert [15], welche 
in Zusammenhang mit einer erhöhten Empfänglichkeit für Morbus Crohn stehen. 
Zu den Umweltfaktoren, welche einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung und 
den Verlauf haben, zählt zum Beispiel das Rauchen. Während Raucher ein 
erhöhtes Risiko haben an Morbus Crohn zu erkranken, nimmt bei der Colitis 
Ulcerosa dagegen derselbe Faktor eine protektive Rolle ein [16]. Zudem haben 
rauchende Morbus Crohn Patienten ein erhöhtes Risiko für eine Rezidiv-
entwicklung nach Operation und damit einhergehend ein höheres Risiko sich 
wiederholten Operationen zu unterziehen [17, 18]. Bei Patienten, die mit dem 
Rauchen aufhören, sinkt sowohl das Risiko Exazerbationen zu erleiden als auch 
der therapeutische Bedarf an Steroiden und anderen Immunsuppressiva [19]. 
Jedoch scheinen bei dem Faktor Rauchen auch noch ethnische und geo-
graphische Faktoren eine Rolle zu spielen. Bei jüdischen Rauchern konnte kein 
erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Morbus Crohn nachgewiesen werden 
[20]. Kontrazeptivaeinnahme als weiterer Risikofaktor erhöht ebenso die 




zeptivaeinnahme ist das Risiko an Morbus Crohn zu erkranken höher als nach 
lediglich halbjähriger Einnahme [21, 22]. Ein anderes Beispiel für einen 
unabhängigen Faktor, der die Wahrscheinlichkeit erhöht an Morbus Crohn zu 
erkranken, ist eine Appendektomie. Der genaue Pathomechanismus ist un-
bekannt. Diskutiert wird, dass eine Appendix-Entfernung das intestinale mucosale 
Immunsystem derart beeinflusst, dass die Entstehung von Morbus Crohn 
begünstigt wird [23, 24]. Weitere Elemente, die als Ursachen der Krankheits-
entstehung diskutiert werden, sind Ernährungsgewohnheiten und diätetische 
Komponenten [25-28]. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Personen 
mit einem höheren sozialen Status anfälliger für Morbus Crohn sind als Personen 
mit niedrigem sozialen Status [29]. Andere Studien zeigten, dass Stillen protektiv 
gegen die Ausbildung von Morbus Crohn für das Baby wirkt und auch der 
zunehmenden Hygiene, einhergehend mit der westlichen Lebensweise, wird eine 
große Bedeutung bei der Krankheitsentstehung zugesprochen [30, 31]. 
Perinatale und postnatale Infektionen wie zum Beispiel Masern, aber auch die 
Masern-Impfung wurden lange Zeit als Ursachen für Morbus Crohn diskutiert [32-
35]. Jedoch finden sich auch Studien, die diese Hypothesen widerlegen [36-38]. 
Schließlich existiert bis heute die Hypothese, dass eine Infektion mit Myko-
bakterium avium paratuberculosis ein Auslöser von Morbus Crohn sei. Myko-
bakterium avium paratuberculosis löst in Wiederkäuern und anderen Tieren die 
Johne’s Krankheit aus, die sich durch Durchfälle und eine granulomatöse 
Entzündung der Eingeweide auszeichnet. Daher kam die Idee auf, dass dieser 
Keim auch für Morbus Crohn verantwortlich sein könnte [39, 40]. Viele Studien 
haben in Darmbiopsien von Morbus Crohn Patienten den Erreger nachweisen 
können [41-43]. Jedoch konnten die Ergebnisse in anderen Studien nicht 
reproduziert werden, abgesehen von der Tatsache, dass der Erreger auch in der 
Darmmucosa von Gesunden gefunden wurde [10, 44-46]. Trotz der wider-
sprüchlichen Studienlage sollte der Einfluss von Mykobakterium paratuberculosis 
nicht ganz außer Acht gelassen und weiterhin genau untersucht werden [47-50]. 
Insgesamt wird heute angenommen, dass ein Ungleichgewicht zwischen pro- und 
antiinflammatorischer Immunantwort einen erheblichen Beitrag an der Krankheits-




sein, dass in einem genetisch prädisponierten Menschen es zu einer überaktiven 
Immunantwort des Darms gegen symbiotische Bakterien kommt. Diese Über-
aktivierung führt zur verstärkten proinflammatorischen Zytokinsynthese mit 
Lymphozytenaktivierung und resultiert dann in einer chronischen intestinalen 
Entzündung [54, 55]. 
 
1.2.4 Klinik 
Die Klinik ist durch meist nicht-blutige Durchfälle, die länger als sechs Wochen 
andauern, abdominelle Schmerzen häufig im rechten Unterbauch, Gewichts-
verlust sowie Fieber bei höherer Krankheitsaktivität gekennzeichnet. Betroffene 
Kinder fallen oft erst durch Wachstumsstörungen oder eine verspätete Pubertät 
auf. Durch die Entzündung des Darms kommt es zu einer Malabsorption und 
einer Malassimilation. Damit einhergehend kommt es zu Komplikationen wie 
Steatorrhoe durch Gallensäureverlust, mit Mangel an fettlöslichen Vitaminen (A, 
D, E, K), aber auch allen anderen Vitaminen, Gerinnungsstörungen, erhöhter 
Oxalatausscheidung und dadurch bedingten Nierensteinen. Der Vitamin D- und 
Kalziummangel führen in Verbindung mit der chronischen Entzündung und 
häufigen Glukokortikoidbehandlungen oft zu einer Osteoporose. Der Vitamin B12-
Mangel kann sich unter anderem in Form einer megaloblastären Anämie äußern. 
Morbus Crohn geht auch mit extraintestinalen Manifestationen einher. Bis zu 
einem Drittel der Crohn-Patienten sind von diesen betroffen. Sie äußern sich vor 
allem an Haut, Augen, Gelenken und Leber. Zu den häufigsten Manifestationen, 
die die (Schleim-) Haut betreffen, gehört das Erythema nodosum, Pyoderma 
gangraenosum, Psoriasis, perianale Marisken und die aphtöse Stomatitis. 15 % 
bis 20 % der Morbus Crohn Patienten sind von extraintestinalen Symptomen an 
der Haut betroffen [56-58]. Am Auge manifestiert sich die Krankheit als 
Uveitis/Iritis, Episkleritis. Zu extraintestinalen Manifestationen des rheumatoiden 
Kreises gehören die Spondylitis ankylosans sowie die hypertrophe Osteo-
arthropathie. Die Beteiligung des axialen Skelettsystems gehört zu den 
häufigsten extraintestinalen Manifestationen. Die Leberbeteiligung kann sich als 




äußern, wobei Patienten mit Colitis Ulcerosa von der PSC häufiger betroffen sind 
als Patienten mit Morbus Crohn. Die Entwicklung einer PSC geht mit einem 




Typische Komplikationen von Morbus Crohn sind Fisteln, Abszesse sowie 
Stenosen. Stenosen ziehen häufig Darmverschlüsse nach sich mit der Not-
wendigkeit einer Operation. Diese Komplikationen führen nicht selten zum ersten 
Mal zu der Diagnose Morbus Crohn. Unter den Fisteln stellen die perianalen 
Fisteln die häufigsten dar. Weitere sind enteroenterische Fisteln, enterovesikale 
Fisteln, enterovaginale Fisteln sowie Fisteln zwischen Darm und Harnleiter. 
Weitere Komplikationen sind Konglomerattumore, die zu einer Ureterobstruktion 
führen können und das toxische Megacolon. Zudem besteht ein erhöhtes Risiko 
für die Ausbildung von Dünndarm- und Dickdarmkarzinomen [59, 60]. 
 
1.2.6 Diagnostik 
Die Diagnose wird nach einer Zusammenschau von Anamnese, klinischer 
Untersuchung, Endoskopie und bildgebenden Verfahren gestellt. Die Ileo-
koloskopie bzw. bei entsprechenden Symptomen die Gastroduodenoskopie sind 
unabdingbar; mit Hilfe der gewonnenen Biopsien kann die Krankheit histologisch 
gesichert werden. Zur Beurteilung des Dünndarmbefalls kommt heute vorwiegend 
die transabdominelle Sonographie sowie die CT- oder das MR-Enteroklysma 
bzw. die CT-oder MR-Enterographie oder die Kapselendoskopie zum Einsatz. Die 
Labordiagnostik sollte die Bestimmung von CRP und Blutbild enthalten. 
Abgesehen von den Standardlaborwerten wie Elektrolyten, sowie Nieren-
retentionswerten, können bei Verdacht auf PSC Gamma-Glutamyl-Transferase 
und Alkalische Phosphatase sowie p-ANCA bestimmt werden. Mikrobiologische 
Tests auf darmpathogene Keime sollten zum Ausschluss einer Gastroenteritis mit 




Typischerweise sind bei Morbus Crohn Patienten im Labor das CRP und die Blut-
körperchensenkungsgeschwindigkeit erhöht, eine Anämie mit erniedrigtem 
Serumeisen, Leukozytose und Thrombozytose sowie eine Hypalbuminämie treten 
in schweren Fällen auf. Bei Patienten, denen bereits ein Segment des terminalen 
Ileums reseziert wurde, sollte Vitamin B12 bestimmt werden. 
Ein Großteil der Patienten zeigt in der Serologie eine Positivität für ASCA (anti- 
saccharomyces-cerevisiae-Antikörper). Weitere Antikörper (AK), welche im 
Serum nachweisbar sind, sind Antikörper gegen I2, Antikörper gegen OmpC, p-
ANCA, Flagellin-Antikörper und Antikörper gegen CBir1. Diese Antikörper 
scheinen ein Prädiktor für einen komplizierten Verlauf und eine häufige Schub-
frequenz zu sein [61, 62]. 
Für die Diagnosesicherung ist neben dem klinischen Verlauf und dem Befalls-
muster die Histologie der gewonnenen Biopsien entscheidend. Laut den 
Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für Verdauungs- und Stoffwechsel-
krankheiten gibt es bestimmte Kriterien wie beispielsweise eine Krypten-
architekturstörung und der Nachweis von Granulomen, die bei der Diagnose-
sicherung von Morbus Crohn hilfreich sind. 
 
1.2.7 Therapie 
Eine kurative Therapie ist für Morbus Crohn nicht bekannt. Alle therapeutischen 
Ansätze dienen dazu, die Entzündungsaktivität zu reduzieren, um die Lebens-
qualität sowie die Darmfunktion zu erhalten und Komplikationen vorzubeugen. 
Therapeutisch wird die Schub- von der Basistherapie unterschieden. Die 
Therapie richtet sich vor allem nach Krankheitsaktivität und Lokalisation der 
Entzündung. Bei einem leichten bis mittelschweren Schub werden lokal wirksame 
Glukokortikoidderivate wie z. B. Budesonid als Therapeutika angewandt. Diese 
können beim Befall des Rektums oder Sigmas auch als Klysma verabreicht 
werden. Bei stärkerer Krankheitsaktivität kommen gegebenenfalls systemische 




Treten bei mäßiger Entzündungsaktivität Komplikationen auf, sollten zusätzlich 
eine antibiotische Therapie bzw. operative Verfahren angewandt werden. Bei 
hoher Krankheitsaktivität werden therapeutisch primär systemische Gluko-
kortikoide eingesetzt. Bei mangelndem Ansprechen oder Glukokortikoid-
abhängigkeit kommen Immunsuppressiva wie Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 
Methotrexat oder Ciclosporin und Tacrolimus zum Einsatz. Sollten auch diese 
Therapieversuche ohne Erfolg bleiben, können nach vorheriger chirurgischer 
Abwägung „Biologicals“ wie z. B. die Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) - Antikörper 
Infliximab und Adalimumab verabreicht werden. Diese können in Einzelfällen 
auch vor Immunsuppressivagabe als Behandlungsmöglichkeit erwogen werden, 
weil sie in der Akutsituation schon nach einigen Tagen wirken während die 
anderen Immunsuppressiva, wie Azathioprin oder Methotrexat erst nach Wochen 
oder Monaten eine Wirkung zeigen [63]. Zudem sind sie, wie auch die 
konventionellen Immunsuppressiva, steroideinsparend und führen zu einer 
höheren Knochendichte [64, 65]. Ferner wirkt sich Infliximab positiv auf 
Arthralgien und Arthritis bei Morbus Crohn Patienten aus [66]. Jedoch kann diese 
Medikamentenklasse die Entstehung von malignen Erkrankungen begünstigen 
sowie eine Tuberkulose und opportunistische Infektionen reaktivieren [67-72]. In 
allen Stufen der Krankheitsaktivität mit distalem Befall sollten lokale Maßnahmen 
in Form von Steroid- oder 5-ASA (5-Aminosalicylsäure)- enthaltenden 
Suppositorien, Klysmen oder Schäumen zusätzlich angewandt werden. Der Befall 
des Ösophagus und Magens wird auch frühzeitig mit Prednisolon und zusätzlich 
Protonenpumpenhemmern behandelt, bei Therapieversagen ist wie beim 
Ileozökalbefall vorzugehen. Bei Kindern stellt die Ernährungstherapie immer das 
Mittel der ersten Wahl dar. Immunsuppressiva sind vor Steroiden zu bevorzugen, 
um steroidbedingte Wachstumsstörungen zu verhindern [73, 74]. 
Ob eine remissionserhaltende Therapie durchgeführt werden soll und welche 
Medikation hierfür verwendet wird, muss abhängig von Krankheitsverlauf und 
Risikoprofil für jeden Patienten individuell entschieden werden. 
Die Indikation zu einer abdominellen Operation ist bei Morbus Crohn restriktiv zu 
stellen, da die Betroffenen postoperativ häufig unter schweren Komplikationen, 




Fisteln werden erst therapiert, wenn sie symptomatisch sind. Abhängig von der 
Fistellokalisation stehen chirurgische Sanierung und/oder Medikamente, wie 




Zytokine sind Glykoproteine, die für Zelldifferenzierung, Proliferation und 
Wachstum unabdingbar sind. Sie werden insbesondere von Makrophagen und 
dendritischen Zellen synthetisiert und sind für die immunologische Abwehr 
wichtig. Es gibt fünf Gruppen von Zytokinen: Interleukine (IL), Interferone (IFN), 
Tumornekrosefaktor (TNF), Kolonie-stimulierende Faktoren und Chemokine. Eine 
andere Unterteilung ist die in pro- und antiinflammatorische Zytokine. Zu den pro-
inflammatorischen Zytokinen gehören TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, Macrophage 
Migration Inhibitory Factor und Platelet Activating Factor; IL-4, IL-10, IL-13, IL-
1RA und transforming growth factor (TGF) - β gehören zu den anti-
inflammatorischen Zytokinen. Aufgaben der Zytokine sind die Steuerung der 
Hämatopoese, der Proinflammation, der Immunregulation sowie die Beteiligung 
an der Reparatur von Gewebeschäden. Zytokinrezeptoren gehören mit 
Ausnahme des IL-8-Rezeptors zu Tyrosinkinase-Rezeptoren. Die Synthese und 
Ausschüttung der Zytokine erfolgt, wenn ein pattern-recognition receptor (PRR) 
ein pathogen-associated molecular patterns (PAMP) bindet. PAMPs sind 
charakteristische Strukturen auf Erregern und können durch PRRs erkannt 
werden, weil sie nicht im menschlichen Organismus vorkommen. Beispiele für 
solche Muster sind zum Beispiel Lipopolysaccharide (LPS) bei gramnegativen 
Bakterien oder Arabinomannan bei Pilzen. PRRs sind spezifische Muster-
erkennungsrezeptoren, die „körpereigen“ von „körperfremd“ unterscheiden. Durch 
die Ausschüttung der Zytokine kommt es zum Teil zur Synthese von Akute-
Phase-Proteinen in der Leber. Diese wirken chemotaktisch und aktivierend auf 
Lymphozyten. Ein wichtiges und vielseitiges Zytokin, welches im Rahmen dieser 
Arbeit als Positivkontrolle verwendet wird, ist TNF. Dieses wird unter anderem 




produziert. TNF-Rezeptoren kommen auf allen kernhaltigen Zellen vor. Zu der 
TNF-Rezeptorfamilie gehören TNFR1, TNFR2 sowie die Decoy-Rezeptoren. 
Erstere sind Transmembranproteine und zeichnen sich durch ihre Cystein-
reichen Domänen aus. TNF wirkt lokal und systemisch. Lokal kann es zu einer 
Entzündungsreaktion führen mit den klassischen Symptomen Calor, Dolor, 
Rubor, Tumor, Functio laesa; systemisch ist es unter anderem an der Patho-
genese der Sepsis beteiligt [79, 80]. TNF aktiviert Makrophagen sowie 
neutrophile Granulozyten und wirkt auf letztere migrationsfördernd. Durch die 
Aktivierung der Makrophagen kommt es zur Phagozytose von Erregern und Aus-
schüttung proinflammatorischer Zytokine wie z. B. IL-1 und IL-6 [81]. Zudem führt 
TNF zur Lockerung von Zell-Zell-Kontakten in Endothelzellen und führt zur 
Exprimierung von Selektinen [79, 81]. Andere Zielgebiete von TNF sind 
außerdem die Beteiligung an der Apoptose, das Hervorrufen einer katabolen 
Stoffwechsellage, eine pyrogene Wirkung und schließlich führt TNF zur 
vermehrten Ausschüttung von CRH [82]. Studien haben gezeigt, dass TNF in der 
intestinalen Mukosa von Morbus Crohn Patienten vermehrt exprimiert wird. Daher 
wird in der Behandlung von Morbus Crohn Patienten eine Anti-TNF-Therapie mit 
monoklonalen AK (z. B. Infliximab) erfolgreich zur Remissionsinduktion 
eingesetzt. Die Anti-TNF-AK führen zu einer Reduktion der T-Helferzell-Typ1 
(TH1)-Antwort mit konsekutiver Reduktion der Entzündung [83]. 
 
1.3.1 Interleukin-6 
Die Entdeckung von IL-6 liegt in der Zeit zwischen 1986 und 1987. Damals wurde 
es von einigen Forschergruppen unabhängig voneinander entdeckt und 
dementsprechend existierten verschiedene Namen für das gleiche Protein, u. a. 
26K, IFN-β2, BSF-2. Später folgte die Entdeckung, dass Antikörper gegen IL-6 
die Aktivität von Hepatozyten-stimulierenden-Faktor hemmen [84]. Diese 
Entdeckung führte zu der Schlussfolgerung, dass IL-6 einen wichtigen Regulator 
der Akute-Phase-Reaktion darstellt. Interleukin-6 nimmt in der Immunabwehr eine 
besondere Stellung unter den Zytokinen ein, da es in der Immunantwort beim 




dient. Dabei spielt IL-6 in der frühen Phase der T-Zell-Aktivierung eine wichtige 
Rolle, indem es dazu führt, dass die T-Zellen aus der G0 in die G1-Phase 
übergehen (Abb. 1). In der G1-Phase sprechen sie besser auf IL-2 an. Der 
weitere Progress im Zellzyklus wird dann durch die synergistische Wirkung von 





Abbildung 1: Aktivierung von ruhenden T-Zellen (in Anlehnung an Van Snick [85]) 
 
IL-6 ist ein Ein-Ketten-Protein mit einer Masse von 21-28 kDa (abhängig vom 
Grad der Glykosilierung und Phosphorylierung). Nach der Translation unterläuft 
es einigen N- und O-Glykosylierungen sowie Phosphorylierungen von Serin-
resten. Das kodierende Gen enthält vier Introns und fünf Exons und ist auf 
Chromosom 7 (7p21) lokalisiert. Interleukin-6 besitzt zwei Rezeptortypen, an die 
es binden kann, einen transmembranären- und einen löslichen Rezeptor. Durch 
die Bindung an den transmembranären Rezeptor wird die Wirkung mittels 
rezeptorgebundenem Glykoprotein gp130 entfaltet. Der lösliche Rezeptor 
(sIL-6R) wirkt via „IL-6-trans-signalling“. Bei diesem Vorgang bildet IL-6 
zusammen mit dem löslichen Rezeptor einen Komplex und bindet direkt an 














gp130 sowie die rezeptorgebundene Janus-aktivierte Kinase 1 (JAK1), JAK2 und 
Tyrosinkinase 2 aktiviert. Daraufhin kommt es zur Autophosphorylierung von 
Tyrosinresten an den intrazellulären Domänen, welche wiederum signal 
transducers and activators of transcription STAT1/STAT3 und die Src homology 
region 2 domain-containing phosphatase 2-Kaskade aktivieren. Die Signal-
kaskaden führen schließlich zur Transkription bestimmter Gene im Zellkern. 
IL-6 wird in zahlreichen Zelltypen produziert, vor allem in aktivierten Monozyten 
und Makrophagen, aber auch in Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, 
Mastzellen, Leukozyten, T-Zellen und vielen Tumorzelllinien (zum Beispiel 
kardiales Myxom) [86]. IL-6 wird nicht konstitutiv produziert, sondern als Reaktion 
auf Erreger (bakterielle Endotoxine, Viren, Mitogene) und andere Zytokine. Unter 
den Zytokinen, die eine IL-6 Produktion induzieren, finden sich unter anderem 
auch IL-1 und TNF. IL-1 ist der potenteste Induktor von IL-6 in Fibroblasten. In 
Knochenmarkszellen dagegen wird die IL-6 Produktion am stärksten durch IL-3 
oder GM-CSF induziert [87, 88]. Bei viralen Erkrankungen des ZNS wird IL-6 von 
Astrozyten und Mikroglia sezerniert. Dadurch wird einerseits das Immunsystem 
aktiviert, andererseits aber auch die Reparatur des Hirngewebes beschleunigt. 
Wahrscheinlich wird IL-6 auch im Vorderhorn der Hypophyse, in den folliculo-
stellate cells produziert. IL-6 selbst wirkt auf die Hypophyse sekretagog (Abb. 2), 
indem es die Sekretion von ACTH fördert [85]. Außerdem wirkt es endogen 
pyrogen. Zudem ist IL-6 an der Hämatopoese sowie an der Differenzierung und 
Maturation von B-Zellen zu AK-produzierenden Plasmazellen beteiligt. Weitere 
Beobachtungen haben einen Einfluss von IL-6 auf das Knochen- und 
Endometriumwachstum gezeigt. Abgesehen von den Auswirkungen auf 
Proliferation und Differenzierung von normalen Prekursorzellen, bewirkt IL-6 auch 
eine Wachstumshemmung von verschiedenen Karzinom- und Lymphomzelllinien 
[85]. 
IL-6 ist von klinischer Bedeutung, da es Hinweise gibt, dass ein Zusammenhang 
zwischen zu starker IL-6-Synthese und Autoimmunkrankheiten besteht [89]. 
Beispielsweise lässt sich eine positive Korrelation zwischen der Krankheits-
aktivität bei rheumatoider Arthritis und dem IL-6-Spiegel sowie der Krankheits-




weisen MC-Patienten mit hoher Krankheitsaktivität und mit extraintestinalen 
Manifestationen höhere IL-6-Serum-Spiegel auf als Patienten mit niedrigerer 
Aktivität [86]. 
Bei Patienten, die an Morbus Crohn leiden, ist die Hypothalamus-Hypophysen-
Achse dysreguliert. MC-Patienten weisen höhere Neuropeptid-Y-Spiegel (NPY) 
(als Marker der hypothalamischen Achse) auf als Gesunde. MC-Patienten mit 
vorangehender Steroid-Therapie weisen dabei höhere Spiegel als Patienten ohne 
vorangehende Steroidtherapie auf. Serum-Kortisol-Spiegel dagegen sind trotz 
erhöhter NPY-, TNF- und IL-6-Spiegel bei Patienten mit chronisch entzündlicher 
Darmerkrankung niedriger als bei Gesunden. Zudem sind die Serum-Kortisol-
spiegel bei MC-Patienten mit vorangehender Steroidtherapie niedriger als bei 
denen ohne vorangegangene Steroidtherapie. Anhaltende Stimulation mit IL-6 
führt zu einem verminderten Ansprechen auf IL-6. Dies ist bei MC-Patienten 
verstärkt der Fall, da bei diesen die IL-6-Spiegel im Vergleich zu Gesunden 
erhöht sind, sodass IL-6 selbst die verminderte Ansprechrate der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse aufrechterhält [90]. Während bei Gesunden eine positive 
Korrelation zwischen Kortisol und NPY besteht, ist bei Morbus Crohn Patienten 





Abbildung 2: IL-6/IL-1-Antwort auf unbestimmten externen Reiz (in Anlehnung an 
Van Snick [85]) 
 
1.3.2 Interleukin-8 
Interleukin-8 ist ein Zytokin, das zu der Gruppe der Chemokine gehört. Es ist 
eines der bestbekannten Chemokine, welches zu einer Rekrutierung von 
Leukozyten, insbesondere der Neutrophilen führt und am Entzündungs-
geschehen als Mediator beteiligt ist [91]. Es gibt zwei Untergruppen von 
Chemokinen: die CXC-Motiv-Chemokine (eine Aminosäure zwischen den zwei 
Cysteinresten), die vor allem auf Neutrophile wirken sowie die CC-Motiv-
Chemokine (keine Aminosäure zwischen den Cysteinresten), die Basophile, 
Eosinophile, Monozyten und Lymphozyten aktivieren können. Die CXC-




kodiert [92]. IL-8 gehört wie auch der Platelet Factor 4 zu den CXC-Motiv-
Chemokinen und ist das potenteste aller CXC-Chemokine. 
Das Präcursorprotein von Interleukin-8 besteht aus 99 Aminosäuren. Nach 
mehreren Modifikationen wird das Protein auf 72 Aminosäuren reduziert [93]. 
Innerhalb der Proteinstruktur finden sich zwei Disulfidbrücken, die für die 
biologische Aktivität wichtig sind. In Lösung bildet IL-8 Dimere, jedoch ist unklar, 
ob es als Monomer oder als Dimer agiert [94]. 
Interleukin-8 wird von Endothelzellen, Epithelzellen, Monozyten und Fibroblasten 
nach Stimulierung durch Stressfaktoren wie z. B. IL-1 und TNF produziert. Dabei 
wird es v. a. im Rahmen von Entzündung, Ischämie oder Trauma produziert [91]. 
Bei intradermaler Applikation z. B. von IL-8 lässt sich in experimentellen 
Versuchen eine massive Akkumulation von Neutrophilen sowie eine Plasma-
exsudation beobachten [95]. 
Die Funktionen von Interleukin-8 sind neben der Akkumulation von Neutrophilen 
die Induktion von Chemotaxis, die Induktion von Zellformänderung, Anstieg von 
intrazellulärem Kalzium, die Hochregulation der Expression von Adhäsions-
proteinen wie z. B. Mac-1 (CDIIb/CD18) und dem Komplementrezeptor [96] sowie 
die Granulafreisetzung aus Zellen [91, 92]. Ferner hat IL-8 eine proangio-
genetische Wirkung, die bei der Menstruation, der Tumorvaskularisierung sowie 
der Wundheilung eine Rolle spielt [97]. 
In vitro wirkt Interleukin-8 auf Basophile chemotaktisch, jedoch nicht auf 
Eosinophile oder Monozyten [98]. Auf Lymphozyten lässt sich ebenfalls keine 
chemotaktische Wirkung beobachten, diese werden eher von CC-Chemokinen 
angelockt [99]. 
Interleukin-8 bindet an seine zwei Rezeptoren CXCR1 und CXCR2. Diese sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, die 7 Transmembrandomänen beinhalten [100]. 
Der Rezeptor weist ein Molekulargewicht von 40 kDa auf [101]. Die Signal-
transduktion findet dann über eine Aktivierung von Adenylatcyclasen, MAP-
Kinasen sowie einen intrazellulären Kalziumanstieg statt [101]. Zudem bindet IL-8 




Familie der Chemokinrezeptoren, an den sowohl CC- als auch CXC-Proteine 
binden können [102, 103]. 
Klinisch ist Interleukin-8 bei entzündlichen Lungenerkrankungen von Bedeutung. 
Beispielsweise wurde in Alveolarmakrophagen von Patienten mit idiopathischer 
Lungenfibrose eine erhöhte Expression von IL-8-mRNA im Vergleich zu 
Gesunden nachgewiesen. Zudem zeigte sich eine positive Korrelation zwischen 
der IL-8-mRNA sowie der Neutrophilenzahl, die aus der Bronchoalveolären 
Lavage gewonnen wurde, und dem Krankheitsschweregrad [104]. Ein anderes 
Beispiel ist das ARDS, bei dem sich ebenfalls eine erhöhte IL-8-Konzentration im 
Respirationstrakt zeigt. Hierbei scheinen die Neutrophilenzahl sowie die IL-8-
Menge mit der Mortalität des ARDS sowie dem Risiko einer Empyemausbildung 
zu korrelieren [105]. Andere Studien zeigten einen möglichen Zusammenhang 
zwischen Asthma bronchiale und erhöhten IL-8-und GM-CSF-Konzentrationen in 
Flimmerepithelzellen [106]. Bei Patienten mit Zystischer Fibrose steht eine 
Entzündung mit Neutrophileninfiltration im Vordergrund. Untersuchungen zeigten, 
dass sich im Mukus der Flimmerepithelzellen von Patienten mit Zystischer 
Fibrose hohe Spiegel an Neutrophiler Elastase finden. Die Neutrophile Elastase 
induziert eine gesteigerte Expression von IL-8 in den Flimmerepithelzellen. Dies 
führt zu einem Circulus vitiosus, in dem IL-8 weitere Neutrophile rekrutiert und die 
Entzündung des Respirationstraktes verstärkt [107]. 
 
1.3.3 Interleukin-33 
2005 wurde erstmals IL-33 als Mitglied der IL-1-Familie erkannt [108]. IL-33 
gehört zu der IL-1 R/TLR-Familie und wird seitdem auch als IL-1F11 bezeichnet 
[109]. Die IL-1-Zytokine sind im besonderen Maße am Entzündungsgeschehen 
beteiligt, indem sie die Expression von Zytokinen und Chemokinen sowie Metallo-
proteinasen „hochregulieren“. Eine Überaktivierung der IL-1-Familie führt deshalb 
zu Gewebsdestruktion [110]. Zu den Aufgaben von Interleukin-33 gehört die 
Stimulation von T-Helfer-Zellen (TH) sowie die Proliferationsförderung von B-
Zellen [111-113]. Außerdem spielt es bei der Interleukin-Synthese eine Rolle und 




Entzündungsgeschehen induziert IL-33 die Expression von Adhäsionsmolekülen 
wie vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular adhesion 
molecule 1 (ICAM-1) und endothelial-leukocyte adhesion molecule-1, die die 
Leukozytenmigration ermöglichen [116, 117]. Abgesehen davon wirkt IL-33 selbst 
auch chemotaktisch auf Neutrophile [118, 119] sowie auf TH2-Zellen [112, 120]. 
Zusammen mit IL-3 induziert IL-33 in basophilen Granulozyten die IL-4-Synthese 
[121]. IL-33 fungiert als ein Zytokin, welches das TH1/TH2-Gleichgewicht in 
Richtung TH2-Zellen verlagert [108]. Es kann Langerhans-Zellen zu dendritischen 
Zellen aktivieren, die dann Antigene über major histocompatibility complex 2-
Proteine präsentieren und schließlich zur TH2-Zell-Antwort führen [122, 123]. Die 
aktivierten TH2-Zellen produzieren daraufhin Zytokine, insbesondere IL-4, IL-5 
und IL-13 [108, 124, 125]. Diese spielen insbesondere bei der Immunantwort auf 
Parasiten, aber auch auf Allergene eine Rolle, indem sie eosinophile 
Granulozyten sowie Mastzellen aktivieren und zur Anregung der IgEProduktion 
führen [126]. Es ist bereits bekannt, dass IL-4 als Schlüsselzytokin an der TH2-
Zell-Aktivierung bei der Parasitenabwehr beteiligt ist. Die aktivierten TH2-Zellen 
können wiederum IL-4 sezernieren. Abgesehen von der IL-4-abhängigen TH2-
Zell-Aktivierung existiert jedoch auch eine Parasitenabwehr durch TH2-Zellen, die 
keiner vorangehenden Aktivierung durch IL-4 bedarf [127]. Inzwischen konnten 
außer IL-4 drei weitere Zytokine (IL-25, IL-33 sowie thymic stromal 
lypmphopoietin [TSLP]) als TH2-Zell-Aktivatoren identifiziert werden, die eine 
Verbindung zwischen angeborenem und spezifischem Immunsystem herstellen 
[128]. Dabei werden zunächst Epithelzellen im Darm oder in den Atemwegen 
durch Parasitenbestandteile stimuliert und diese sezernieren daraufhin IL-25, 
IL-33 und TSLP. Die Zytokine aktivieren eine bislang unbekannte Zellart und 
induzieren in diesen die Sekretion von IL-4, IL-5 und IL-13. Dadurch wird die 
Differenzierung von B-und TH2-Zellen gefördert [128]. Aktuelle Studien dazu 
berichten über eine Zellart mit jeweils gleichen Oberflächenmarkern und haben 
diese Zellart jeweils verschieden genannt, nämlich T-Helfer-Zellen, Nuozyten und 
multipotential precursor (Mpp) type2 - Zellen. Gemeinsam haben diese Zellen, dass 
sie auf IL-33 und IL-25 ansprechen und vor allem im Darm-assoziierten 




IL-33 wird von vielen Zellen exprimiert, wie z. B. Fibroblasten, Adipozyten, glatten 
Muskelzellen, Endothelzellen, Bronchial-Epithelzellen sowie von dendritischen 
Zellen und Makrophagen [132]. Bei Mausexperimenten waren hohe 
Konzentrationen von IL-33 mRNA in Gehirn, Rückenmark, Magen, Lunge und 
Haut nachweisbar [108, 133]. 
Die Signaltransduktion von IL-33 bedient sich mehrerer Signalwege (Abb.3). 
IL-33 fungiert selbst als Zytokin, es wird intrazellulär durch die Caspase-1 aus 
Pro-IL-33 gespalten, lysosomal verpackt, um mit der Zellmembran zu 
verschmelzen [134]. 
Zunächst bindet IL-33 an seinen Rezeptor. Der IL-33-Rezeptor, auch ST2-
Rezeptor genannt, ist aus einem Komplex aus ST2L (Transmembran-Domäne) 
und IL-1RAcP zusammengesetzt. ST2 stellte einen Marker dar, mit dessen Hilfe 
TH2 von TH1-Zellen unterschieden wurden [134]. Er wird primär auf TH2 Zellen 
und Mastzellen exprimiert [113], findet sich jedoch auch auf Flimmerepithel sowie 
auf gespannten Kardiomyozyten [144]. Nach Rezeptorbindung kommt es zur 
Komplexbildung mit myeloid differentiation factor 88 (MyD88) / MyD88-adaptor-
like protein (MAL). Dadurch kommt es zur Modulation von interleukin-1 receptor-
associated kinase (IRAK) mit der Folge, dass TRAF6 aktiviert wird. TRAF6 
aktiviert sowohl die mitogen-activated protein kinase (MAPK) als auch den 
Inhibitor von NF-κB-Kinase (IKK), wodurch NF-κB freigesetzt werden kann. Freies 
NF-κB bindet an DNA im Zellkern und fungiert als Transkriptions-Regulatorprotein 
[134, 135]. Die Modulation von NF-κB durch IL-33 ist komplex: in vitro führt IL-33 
bei unstimulierten Fibroblasten und Kardiomyozyten zur Aktivierung von NF-κB 
während es in Gegenwart von hypertrophen Stimuli zu einer „Abschwächung“ von 
NF-κB führt. IL-33 phosphoryliert (unabhängig von TRAF6), extracellular signal-
regulated kinase (ERK 1/2), p38, MAPK und Kinase/c-Jun N-terminus Protein 
Kinase (JNK). Außer den beiden Signalwegen schlägt IL-33 noch einen dritten 
Signalweg ein, indem es den Transkriptionsfaktor activating protein-1 (AP-1) 
direkt aktiviert [134]. Es bleibt aber unklar, wo genau die Schlüsselpunkte der 
IL-33-Regulation liegen. Abgesehen vom transmembranären Rezeptor besitzt 
IL-33 auch einen löslichen extrazellulären Rezeptor soluble ST2 (sST2). Dieser 




die vorhandene Menge an absolutem IL-33, welches an den ST2-Rezeptor 
bindet, zu reduzieren. So ist zu erklären, dass sST2 im Gegensatz zu ST2 anti-
inflammatorisch wirkt und die TH2-Zellen sowie die nachfolgend TH2-abhängigen 
Zytokine IL-4 und IL-5 inhibiert [113, 136, 137]. Schließlich existiert ST2V als eine 


































Klinisch von Bedeutung ist Interleukin-33 besonders bei Herzinsuffizienz [134]. 
Aber auch in Endothelzellen von entzündetem Gewebe bei Rheumatoider 
Arthritis und Morbus Crohn wurde IL-33 nachgewiesen [139, 140]. In Maus-
versuchen induzierte IL-33 die TH2-abhängige Zytokinexpression und verursachte 
eine Entzündung in der Lunge und dem Gastrointestinaltrakt von Mäusen [109]. 
Die Mäuse wiesen eine Splenomegalie, Eosinophilie, erhöhte IgE-Serumspiegel 
sowie eine erhöhte IL-5 und IL-13-Produktion auf [108]. In glatten Muskelzellen 
des Respirationstrakts von Asthmatikern wurden erhöhte IL-33-Konzentrationen 
gefunden [141]. Weiterhin gibt es Hinweise dafür, dass IL-33 als ein frühes Warn-
signal in der Entzündung fungiert. Die Tatsache, dass IL-33 in gesunden Gefäßen 
vorhanden ist, in Tumorgefäßen sowie neugebildeten Gefäßen in der Wund-
heilung jedoch nicht [142], aber auch der Umstand, dass IL-33 durch TNF, VEGF 
sowie den Verlust von Zell-Zell-Kontakten vermindert exprimiert wird, sprechen 
dafür, dass IL-33 wichtig für die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion sowie des 
Zellverbandes ist. In Zellen aus Wundgebieten sinkt die nukleäre IL-33-
Konzentration [143]. Dies kommt vielleicht durch die Sekretion von IL-33 durch 
zerstörte Endothelzellen/Keratinozyten als biologische Barriere von Erregern 
zustande. Das wäre eine Erklärung für die Gegebenheit, dass die IL-33-
Konzentration im Serum sowie in der Colon-Schleimhaut von CED-Patienten 
erhöht ist. Durch Entzündungsprozesse werden Zellen zerstört, aus denen IL-33 
daraufhin freigesetzt wird. 
Zusätzlich zur Eosinophilie, Splenomegalie, erhöhten IgE-Serumspiegeln sowie 
erhöhten IL-5- und IL-13-Sekretionen kommt es in Tierexperimenten nach IL-33-
Applikation zu einer Mediahypertrophie sowie zu Leukozyten-Infiltraten unter dem 
Endothel in der Lunge [108, 145]. Ferner konnte eine verstärkte Expression von 
IL-33-mRNA in Colon-Epithelzellen von Colitis Ulcerosa Patienten nachgewiesen 
werden [146, 147]. ST2-Serumlevel sind neben n-terminal pro brain natriuretic 
peptide (NT-proBNP) bei Herzinsuffizienz Patienten erhöht, dabei sind sie bei 
akuter Dekompensation höher als bei nicht akuter Herzinsuffizienz [148]. Somit 
hätte die lösliche Form von ST2 das Potential für einen Biomarker für Herz-
erkrankungen. Außerdem sind ST2-Serumkonzentrationen bei Patienten, die im 




ST2-Konzentration ein prognostischer Faktor zu sein scheint [134]. Im Asthma-
anfall sind die Serumwerte von ST2 ebenfalls erhöht [149]. 
 
1.4 CpG-ODN 
CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN) sind DNA-Oligonukleotide mit einem 
hohen Anteil an CpG-Motiven. CpG-ODN ist ein TLR9-Ligand. TLR9 erkennt 
unmethylierte CpG-Sequenzen in der DNA, die in Bakterien vorkommen. In 
Menschen liegen CpG-Sequenzen überwiegend methyliert vor [151]. TLR9 wird 
vor allem in lymphatischen Geweben wie Milz, Lymphknoten, Knochenmark 
exprimiert, insbesondere auf dendritischen Zellen, Monozyten, NK-Zellen und 
B-Lymphozyten. Bindet ein Ligand an TLR9, so kann die Signaltransduktion zwei 
verschiedene Signalpfade einschlagen. TLR9 liegt intrazellulär an endosomale 
Strukturen gebunden vor. Die Mitglieder der TLR-Familie zeichnen sich alle durch 
eine intrazelluläre Toll/IL-1-Rezeptor (TIR) - Domäne aus. Sie besitzen zudem 
eine extrazelluläre Domäne, die sich aus leucine-rich-repeats zusammensetzt 
[152]. Die Signaltransduktion von TLR9 beginnt mit der Interaktion der TIR-
Domäne mit dem intrazellulären Adaptermolekül MyD88. Weitere Adapter-
moleküle, die bei anderen TLR in Anspruch genommen werden, sind TIR-
domain-containing adaptor protein (TIRAP/MAL), TIR-domain-containing adaptor-
inducing interferon-β (TRIF), TRIF-related adaptor molecule und der negative 
Regulator Sterile α and HEAT/Armadillo Motive [153]. Die Adaptermoleküle 
enthalten ebenfalls TIR-Domänen. Die Bindung von MyD88 führt zur MyD88-
abhängigen Aktivierung von IRAK4 und dem Adaptermolekül TRAF6 und mündet 
schließlich in der Translokation von NF-κB in den Zellkern. Der zweite Signalpfad 
führt zur MyD88-abhängigen Aktivierung und Translokation von interferon 
regulatory factor 7 [154]. Die Translokation von NF-κB führt zur Transkription von 
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, TNF, IL-6 und IL-12, die Translokation 





Der Oberbegriff CpG-ODN beinhaltet drei Gruppen: CpG-A, CpG-B und CpG-C. 
CpG-A ist 20-21 Basen lang, besteht aus einer palindromischen CpG-
enthaltenden Sequenz und einem Poly-G Schwanz am 5‘ und 3‘-Ende. In Salz-
lösung bildet es große Aggregate [157]. CpG-B enthält einen ganzen 
Phosphorothioat-Hauptstrang mit einem oder mehreren CpG-Dinukleotiden und 
bildet Monomere in Salzlösung [157]. CpG-A induziert IFN-γ-Produktion in NK-
Zellen, IFN-α-Synthese in plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) und führt 
zur Reifung von Monozyten zu dendritischen Zellen, ist jedoch ein schwacher NF-
κB-Aktivator. CpG-B führt vor allem zur B-Zell-Aktivierung und -Proliferation, IgM-
Produktion sowie zur Synthese von proinflammatorischen Zytokinen, v. a. IL-6, in 
Monozyten und B-Zellen. Zudem induziert es in pDC die Synthese von TNF und 
führt zur Reifung von pDC, stimuliert jedoch nur schwach die IFN-α-Sekretion 
[158]. Schließlich gibt es noch CpG-C, welches sowohl Funktionen von CpG-A 
als auch von CpG-B vereint [159]. Es hat einen vollständigen Phosphorothioat-
Hauptstrang sowie eine palindromische Sequenz, die mindestens 12 Basen lang 
ist und mindestens zwei CpG-Dinukleotide enthält. CpG-C aktiviert direkt B-Zellen 
und führt zu einer starken IFN-α-Produktion in pDC sowie zu deren Reifung. 
Zudem induziert es stark die Sekretion von IL-12 in pDC. Das macht CpG-C zu 
potenten TH1-Zell-Aktivatoren [157, 158, 160]. 
 
1.5 p-ERK 42/44 sowie NF-κB p65 
ERK-1 und ERK-2, auch p42- und p44-MAPK genannt, gehören zu der Gruppe 
der MAPK, die in eukaryotischen Zellen vorkommen und für den Ablauf von 
vielen Zellvorgängen wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zelltod, Protein-
synthese sowie Gentranskription zuständig sind. Zu der Gruppe der MAPK 
gehören außerdem noch die Stress-aktivierte JNK sowie die p38-MAPK. Als 
drittes Mitglied ist die hier untersuchte extracellular-signal-regulated-kinase (ERK) 
zu nennen. MAPK werden durch duale Phosphorylierung vom Threonin und 
Tyrosin der MAPK-Kinasen aktiviert bzw. durch Dephosphorylierung von Protein-
phosphatasen deaktiviert. Die MAPK-Kinasen wiederum werden durch 




Stimuli, welche MAPK aktivieren, sind sehr verschieden, z. B. Umweltfaktoren wie 
Ischämie, ionisierende Strahlung und osmotischer Schock, Hormone, Zytokine 
inklusive TNF sowie Wachstumsfaktoren sind beschrieben [161, 163]. ERK1/2 
sind, wie schon oben erwähnt, an der Genregulation beteiligt, spielen jedoch 
auch bei akuten Prozessen wie Inflammation eine Rolle. 
NF-κB ist ein Transkriptionsfaktor. Dieser nimmt eine wichtige Rolle in 
immunologischen Prozessen, insbesondere bei Entzündungen ein und ist an 
Vorgängen wie Zelltod und Zellproliferation beteiligt [164]. Bei Säugetieren sind 5 
Untereinheiten bekannt, die zur NF-κ-B/Rel-Familie gehören. Diese sind c-Rel, 
RelB, RelA (p65), NF-κB1 (p105/p50) sowie NF-κB2 (p100/p52) [165, 166]. Die 
einzelnen Untereinheiten können untereinander Dimere bilden [167]. Im Ruhe-
zustand liegt NF-κB im Zytosol an inhibitorische κB-Proteine (IκB) gebunden vor. 
IκB inhibiert NF-κB durch Bindung an dessen p50-Untereinheit [168]. Es gibt 
ebenso 5 Gruppen von IκBs. Die Voraussetzung für die Inhibition von NF-κB 
durch IκB ist jedoch das Vorhandensein vom Rel-Protein p65 [169]. Ohne p65 
kann IκB selbst NF-κB nicht inhibieren. IκB inhibiert über p65 die p50-Untereinheit 
von NF-κB und hindert p50 an der Dimerisierung und der Translokation in den 
Zellkern [169]. Wird NF-κB aktiviert, wird IκB phosphoryliert und anschließend im 
Proteasom abgebaut [164]. NF-κB wird daraufhin freigesetzt, bildet ein Hetero-
tetramer aus zwei Einheiten p50 und zwei Einheiten p65 und kann in den Zellkern 
wandern, um regulatorische Abschnitte der DNA zu binden. Stimuli, die NF-κB 
aktivieren sind z. B. LPS, proinflammatorische Zytokine wie TNF oder IL-1, UV-
Strahlung, Wachstumsfaktoren, T-Zell- und B-Zellaktivierung sowie virale 
Infektionen. Gebunden an die DNA reguliert NF-κB dann die Transkription von 
Zytokinen, Chemokinen, Akute-Phase-Proteinen und Adhäsionsmolekülen [170]. 
 
1.6 Intestinale Fibroblasten 
Fibroblasten sind Zellen mesenchymaler Herkunft. Mesenchymale Zellen lassen 
sich in mehrere Typen einteilen. Eine Gruppe bilden α-actin-positive glatte 
Muskelzellen; eine andere Gruppe, vor allem in der Lamina propria und Sub-




besitzen unterschiedlich hohe Anteile an α-Aktin, Desmin und Vimentin [171]. 
Fibroblasten sind definitionsgemäß α-Aktin-negative Zellen, kommen insbe-
sondere im Bindegewebe vor und machen dort den Großteil der Zellen aus. Sie 
synthetisieren Bestandteile der extrazellulären Matrix wie Kollagen IV, Laminin-β1 
und -γ1 sowie Proteoglykane. Je nachdem, in welchem Kompartiment des 
Körpers die Fibroblasten ansässig sind, üben sie verschiedene Funktionen aus. 
Proteine, die von allen Fibroblasten sezerniert werden, sind auch bei der Immun-
antwort von Bedeutung. Dies sind z. B. proinflammatorische Zytokine wie IL-1α/β, 
IL-6, IL-8, aber auch Wachstumsfaktoren wie GM-CSF sowie Adhäsionsmoleküle 
wie ICAM-1 und VCAM-1 [172, 173]. Abgesehen von den proinflammatorischen 
Zytokinen synthetisieren Fibroblasten antiinflammatorische und protektive 
Proteine wie z. B. Fibronektin, TGF-β1 sowie CD40 [174, 175]. Ferner 
produzieren Fibroblasten konstitutiv Prostaglandin E2 [176]. Nach der aktiven 
Phase besitzen Fibroblasten keine Syntheseleistung mehr, verbleiben im 
Gewebe und heißen dann Fibrozyten. Morphologisch zeichnen sich aktive 
Fibroblasten durch einen lang gestreckten Zellkern mit viel Euchromatin sowie 
einen lang gestreckten verzweigten Zellkörper aus. Zudem besitzen sie reichlich 
raues endoplasmatisches Retikulum, viele Mitochondrien sowie einen stark 
ausgeprägten Golgi-Apparat, wie es für Zellen mit hoher Syntheseleistung typisch 
ist. Zu den Funktionen von intestinalen Fibroblasten gehört u. a. die Vorbeugung 
der Apoptose von T-Lymphozyten durch Sekretion bestimmter Mediatoren [175]. 
Eine der wichtigsten Funktionen von Fibroblasten ist die Beteiligung an der 
Wundheilung. Dabei werden Fibroblasten durch Gewebeschäden zu Proliferation 
angeregt und führen schließlich zur Reorganisation der Wunde. Patho-
morphologisch spielen Fibroblasten bei der gestörten Wundheilung, insbesondere 
bei der Stenoseentstehung im Darm von Morbus Crohn Patienten eine 
herausragende Rolle [177]. Bei diesem Prozess findet die Umwandlung von 
Fibroblasten in Myofibroblasten statt. Zunächst entstehen durch mechanischen 
Stress aus Fibroblasten Proto-Myofibroblasten, die zytoplasmatische aktinhaltige 
Stress-Fasern ausbilden. Zudem exprimieren die Proto-Myofibroblasten ED-A 
Fibronektin auf der Zelloberfläche. Dadurch bekommen die Zellen kontraktile 
Eigenschaften. Die zusätzliche Einwirkung von TGF-β führt schließlich zur 




zeichnen sich durch Expression von alpha-smooth muscle actin und eine noch 
stärkere kontraktile Eigenschaften als Proto-Myofibroblasten aus [178-180]. Das 
transiente Vorkommen von Myofibroblasten in einer Wunde ist normal; 
persistieren diese jedoch, kommt es zur übermäßigen Kollagenablagerung mit 
Myofibroblastenhyperplasie, Gewebedesorganisation und dadurch zu Fibrose. 
Genau diese Veränderungen finden sich häufig im Darm von Morbus Crohn 
Patienten [181, 182]. 
Wie bereits erwähnt, nehmen auch intestinale Fibroblasten eine zentrale Rolle in 
der Wundheilung ein. Dazu wandern Fibroblasten mit Hilfe eines chemo-
taktischen Gradienten aus benachbartem Gewebe in den Entzündungsort ein 
[183]. Unabdingbar für die Migration ist Fibronektin; weitere chemotaktische 
Faktoren sind insulin-like growth factor 1 (IGF-1), platelet-derived growth factor 
(PDGF-A/B) und epithelial growth factor (EGF) [184, 185] TNF und IFN-γ 
dagegen hemmen die Migration von intestinalen Fibroblasten in vitro [184]. Die 
oben genannten Faktoren sowie basic fibroblast growth factor (bFGF), TNF und 
IL-1β fördern die Proliferation von Fibroblasten [186]. Ferner wirken 
Entzündungszellen wie Eosinophile, Mastzellen und T-Lymphozyten 
proliferationsfördernd auf intestinale Fibroblasten [187]. Fibroblasten aus dem 
Darm von Patienten mit CED proliferieren stärker als die von Kontroll-Patienten. 
Zudem sezernieren MC-Fibroblasten auch deutlich mehr Kollagen als Kontroll-
Fibroblasten [186], was Stenoseentstehung mit Fibrose fördert. Insbesondere 
TGF-β1 und IGF-1 sind an der Fibroseentstehung beteiligt. Abschnitte vom Darm 
in Morbus Crohn Patienten mit viel Kollagenablagerung zeigen eine verstärkte 
Expression von TGF-β1 und IGF-1 [188, 189]. Zudem induzieren diese 
Mediatoren die Kollagensynthese in vielen mesenchymalen Zellen, ebenso in 
intestinalen Fibroblasten [190]. Das Migrationspotenzial von Fibroblasten aus 
dem Darm von Morbus Crohn Patienten ist im Vergleich zu dem aus gesunden 
Darm vermindert [184]. 
Fibroblasten exprimieren TLRs und nucleotide oligomerizing domain-like 
receptors (NODs), an die PAMPs binden [183, 191]. Durch die Bindung von 
PAMPs werden Fibroblasten aktiviert. Die Aktivierung führt über eine Signal-




Signalkaskade endet schließlich in der Sekretion proinflammatorischer Zytokine 
[192]. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Fibroblasten eine zentrale Rolle 
bei der Entscheidung einnehmen, ob die Integrität der Mukosa bestehen bleibt 
oder ob es zur Entzündungsreaktion kommt. Dies geschieht durch die Interaktion 
mit Epithelzellen sowie mit Immunzellen und konsekutiver Sekretion ver-
schiedenster Mediatoren. Auch entscheidet die Reaktion der Fibroblasten 
darüber, ob eine erfolgreiche Wundheilung oder aber eine gestörte Wundheilung 
abläuft, die dann letztlich zu den gefürchteten Komplikationen mit Entstehung von 
Fisteln und Stenosen bei Morbus Crohn führt. Intestinale Fibroblasten stellen 







2.1 Chemikalien und Reagenzien 
2-Mercapto-Ethanol SIGMA-Aldrich, Steinheim 
Amphotericin B PAA, Pasching, Österreich 
Bovine Serum Albumin Biomol, Hamburg 
Ciprofloxacin Bayer, Leverkusen 
Complete mini Roche, Mannheim 
Deoxycholsäure SIGMA-Aldrich, Steinheim 
DNase I Boehringer, Mannheim 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 
4,5 g/l Glucose  
PAA, Pasching, Österreich 
Dulbecco’s PBS (1x) (PBS) PAA, Pasching, Österreich 
ECL-Plus™ Western Blotting 
Detection Kit 
Amersham GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Großbritannien 
EDTA SIGMA-Aldrich, Deisenhofen 
Ethanol J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Fetal Calf Serum PAN Biotech, Aidenbach 
Gentamicin  PAA, Pasching, Österreich 
Hank’s Balanced Salt Solution PAA, Pasching, Österreich 
Hyaluronidase SIGMA-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Kollagenase I SIGMA-Aldrich, Steinheim 
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid SIGMA-Aldrich, Steinheim 
Methanol Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid Fisher Scientific, Pittsburgh, USA 
Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Natriumpyruvat PAA, Pasching, Österreich 





NuPage® Antioxidant NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Penicillin/Streptomycin PAA, Pasching, Österreich 
Quantum 333 for Fibroblasts with L-
Glutamine 
PAA, Pasching, Österreich 
Re-Blot Plus Strong Solution (10x) Chemicon International, Temecula, 
USA 
RPN 800V (Full range Rainbow 
recombinant protein molecular marker) 
Amersham GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Großbritannien 
Running Buffer MOPS SDS (20x) NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Salzsäure Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure Fluka, Buchs, Schweiz 
SDS Roth, Karlsruhe 
TMB Substrate Reagent Set SIGMA-Aldrich, Steinheim 
Transfer Buffer (20x) NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Tris (Trishydroxylmethylaminomethan) USB Corporation, Cleveland, USA 
Triton-X-100 SIGMA-Aldrich, Steinheim 
Trypanblau 0,5 % (w/v) Biochrom, Berlin 
Trypsin (10x) PAA, Pasching, Österreich 
Tween® 20 SIGMA-Aldrich, Steinheim 
 
 
2.2 Puffer und Lösungen 
ELISA Blockierungs-Lösung 
(Assay Diluent) 
10 % (v/v) FCS in PBS 
(pH = 7,0) 
ELISA Coating Buffer (für IL-6) 0,1 M Na2CO3 
(pH = 9,5) 
ELISA Coating Buffer (für IL-8) 0,1 M NaHCO3 
(pH = 8,5) 
ELISA Waschpuffer 0,05 % (v/v) Triton-X-100 in PBS 





Laemmli 2x 25 % (v/v) Tris 0,5 M 
20 % (v/v) Glycerin 
40 % (v/v) SDS 10% 
in dest. H2O 
1 Spatelspitze Bromphenolblau 
RIPA-Puffer 10 % (v/v) Tris 1 M 
6 % (v/v) NaCl 5 M 
2 % (w/v) Deoxycholsäure 
2 % (v/v) Triton-X–100 
1 % (v/v) SDS 10% 
in dest. H2O 
1 complete mini-Tablette in 1,5 ml dest. 
H2O 
Western Blot-Waschpuffer TBST  2 % (v/v) Tris 0,5 M  
2 % (v/v) NaCl 5 M 
0,1 % (v/v) Tween® 20 




Capture Antibody Purified anti-human: 
Human IL-8 Mab 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Detection Antibody Biotin anti-human: 
Human IL-8 Biotin Labeled Mab, clone 
C-IL8-1 (I8-S2), 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
Human FGF basic immunoassay R&D Systems, Minneapolis, USA 






Human IL-6 ELISA Set BD Biosciences Pharmingen, San 
Diego, USA 
Human TGF-β1 ELISA Set BD Biosciences Pharmingen, San 
Diego, USA 
IL-1β-AK: 
Interleukin-1Beta recombinant human 
(E.coli-derived), 
R&D Systems, Minneapolis, USA 
IL-8 Standard R&D Systems, Minneapolis, USA 
Monoclonal Anti-human ST2/IL-1 R4 
Antibody, MAB 523 
R&D Systems, Minneapolis, USA 
Streptavidin-HRP-Conjugat: 
RPN 4401V 
Amersham GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Großbritannien 
β-Actin-Antikörper: 
MSx Actin, MAB 1501 






M362 type C-Human TLR9 ligand 5’-
tcg-tcg-tcg-ttc-gaa-cga-cgt-tga t-3’ 
(5’gggggggggggggggggggggggg 
Invivogen, San Diego, USA 
 
Interleukin-33 R&D Systems, Minneapolis, USA 
LPS aus E.coli SIGMA-Aldrich, Steinheim  




12-Well-Platten: Tissue Culture Plate Becton Dickinson, Heidelberg 
Cellscraper 353043 Corning Inc., Corning, USA 






Nunc-Immuno 96 MicroWell 
Plate Maxisorb 
Nunc, Roskilde, Dänemark 
 
Gelkassette: 4-12 % Bis-Tris Gel 
(1,0 mm; 10 well) 
NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Hyperfilm ECL™ (18 x 24 cm) Amersham GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Großbritannien 
Nitrocellulose Membrane Filter 
(0,45 μm Pore Size) 
NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Petrischalen: Corning 430167 
100 mm x 20 mm 
Corning Inc., Corning, USA  
Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) Corning Inc., Corning, USA 
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg 
Röhrchen: 
Falcon® 352070 (50 ml) 
Falcon® REF 352096 (15 ml) 
Becton Dickinson, Heidelberg 
Whatman-Papier NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Zellkulturflaschen (25 cm2): 
Falcon® 353081 





Brutschrank Heraeus, Hanau 
Eismaschine Ziegra, Isernhagen 
Elektrophoreseapparatur:  
X Cell Sure Lock™, Novex Mini Cell 
NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
ELISA-Reader: 
Fusion Precision Microplate 
Reader 
MWG-Biotech, Denkendorf 





Hypercassette Amersham GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Großbritannien 
Magnetrührer MR 3001  Heidolph, Schwabach 
Mikroskop S21665 Leica Microsystems, Bensheim 
Millipore Wasserfiltrationsanlage 
Milli-Q 
Millipore, Billerica, USA 
Multipette® plus Eppendorf, Hamburg 
Neubauer Zählkammer  
(0,100 mm / 0,0025 mm2) 
Optik Labor, Friedrichsdorf 
pH-Meter Schott AG, Mainz 
Pipetboy acu IBS Integra Biosciences, Fernwald 
Pipetten: 
P1000, P200, P100, P20 
Eppendorf, Hamburg  
Schüttelgerät KS 260 basic IKA-Labortechnik Janke & Kunkel, 
Staufen  
Spannungsquelle: 
Power Ease® 500 Power supply 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Sterilbank: Lamin Air® HB 2448 Heraeus, Hanau 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
Vortexer IKA-Labortechnik Janke & Kunkel, 
Staufen 
Wärmethermostat LAUDA, Lauda-Königshofen 
XCell II NuPage® Invitrogen, Carlsbad, USA 
Zentrifugen: 
- Centrifuge 5415 D 
- Biofuge fresco 
- Mikro 




G. Kisker, Mühlhausen  






Microsoft Excel 2010 Microsoft, Redmond, USA 
SigmaPlot 11.0 Systat Software, Erkrath 







3.1 Zellexperimentelle Methoden 
Die verwendeten primären Fibroblasten wurden in Quantum 333 mit L-Glutamin 
kultiviert. Quantum 333 ist ein spezielles Nährmedium für Fibroblasten. Es enthält 
Serumkomponenten, Wachstumsfaktoren, Spurenelemente und Insulin. Zudem 
enthält Quantum 333 ein eisenbindendes Molekül, welches die zelluläre Eisen-
aufnahme fördert. Da keinerlei Serumkomponenten mehr zugefügt werden 
müssen, herrschen bei Verwendung dieses Nährmediums stets gleiche, 
reproduzierbare Stimulationsbedingungen. 
Für die Stimulation wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
verwendet. DMEM ist eine Abwandlung des Eagle’s Minimum Essential Medium 
(EMEM), enthält jedoch mehr Glucose, Aminosäuren und Vitamine als EMEM 
und ist deshalb auf Zellen mit einem hohen Energiebedarf abgestimmt. Vorteil 
von DMEM ist, dass es ein Stimulationsmedium ohne fetal calf serum (FCS) ist. 
Da FCS selbst eine Menge Zytokine enthält, würden diese bei den späteren 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) - Messungen die Ergebnisse 
verfälschen. Außerdem müssen die Fibroblasten durch die FCS-Abwesenheit 
„hungern“ und lassen sich deshalb besser stimulieren. Allen Medien wurden 5 ml 
Penicillin/Streptomycin, 2 ml Ciprofloxacin und 500 ml Amphotericin B zugesetzt. 
DMEM wurden zusätzlich 5 ml Nicht-essentielle-Aminosäuren und 5 ml Natrium-
Pyruvat beigefügt. 
Alle zellbiologischen Arbeiten wurden an einer Sterilbank durchgeführt. Für die 
Experimente wurden colonic lamina propria fibroblasts (CLPF) verwendet. Diese 
Fibroblasten stammen aus der Mukosa von Morbus Crohn Patienten mit 
Stenosen und ohne Stenosen. Die Zellen von Kontroll-Patienten wurden aus 
Biopsien und Resektaten gewonnen. Die Biopsien wurden im Rahmen einer 
Koloskopie aus gesunden Mucosa-Arealen entnommen. Die Fibroblasten aus 
den Resektaten stammten von operierten Patienten, bei denen eine chronisch-





Während die Zellen, die aus Biopsien stammten, direkt isoliert wurden, mussten 
die Zellen aus den Resektaten schrittweise isoliert werden. Dazu wurden die 
Resektate zunächst in 1 mm lange Stücke geschnitten. Die zurechtgeschnittenen 
Mucosastücke wurden in Hank’s Balanced Salt Solution ohne Ca2+ und Mg2+ mit 
2 mmol/l Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 30 Minuten lang bei 37 °C auf 
dem Schüttler inkubiert. In diesem Schritt lösten sich die Epitehelzellen vom 
Gewebe ab und wurden anschließend verworfen. Danach wurden die Resektat-
stücke in 1 mg/ml Kollagenase I, 0,3 mg/ml DNase I und 2 mg/ml Hyaluronidase 
in phosphate buffered saline (PBS) bei 37 °C 30 Minuten lang unter Schütteln 
aufgeschlossen. Der Überstand wurde verworfen und FCS-haltiges Medium 
hinzugefügt, um den Verdau zu stoppen. Schließlich wurden die Zellen in Zell-
kulturflaschen überführt oder eingefroren. Wenn die Zellen Konfluenz erreichten, 
wurden sie zum Weiterkultivieren in Petrischalen überführt [185, 193]. 
Die Fibroblasten wurden in einem Brutschrank bei 10 %iger CO2-Atmosphäre, 
95 %iger Luftfeuchtigkeit und einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Das 
Wachstum der Zellen wurde durch regelmäßiges Betrachten im Lichtmikroskop 
kontrolliert und in Abhängigkeit vom Wachstum wurden die Zellen alle zwei bis 
vier Tage mit jeweils 10 ml frischem Quantum 333 pro Petrischale versorgt. 
Sobald die Zellen dicht genug gewachsen waren und mindestens 95 % der 
Oberfläche bedeckten, wurden sie im Verhältnis von 1 : 3 geteilt. Bis zum 
Erreichen der Konfluenz vergingen ca. zwei bis drei Wochen. Die Fibroblasten 
wurden bis zum Teilungsstadium 8 kultiviert und in den Teilungsstadien drei bis 






Abbildung 4: Kontroll-CLPF in Kultur 
 
Dafür wurde zunächst das Nährmedium mit Glaspipetten abgesaugt und jede 
Petrischale einmal mit PBS gespült. Im nächsten Schritt wurden die Fibroblasten 
auf dem Boden der Petrischale mit ca. 1,5 ml 0,5 %igem Trypsin (in PBS) pro 
Schale versetzt und für ungefähr 20 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 
Durch Klopfen auf den Schalenboden wurde die Ablösung der Zellen 
beschleunigt. Sobald die Zellen sich abgelöst hatten, wurde jede Schale mit ca. 
5 ml Quantum 333 gespült und resuspendiert, um auch letzte festsitzende Zellen 
mechanisch zu lösen. Die gesamte Suspension wurde in ein Falcon®-Röhrchen 
überführt und für 10 Minuten bei 24 °C und 1800 rpm abzentrifugiert. Der Über-
stand wurde verworfen, das Zellpellet wurde mit frischem Quantum 333 
resuspendiert und im Verhältnis 1 : 3 auf neue Petrischalen aufgeteilt. Jede 
Petrischale wurde mit jeweils 10 ml Quantum 333 versetzt und zur weiteren 






3.2.1 Untersuchung der Zytokinantwort nach Stimulation 
Die Stimulationsexperimente wurden in doppelter Anordnung gleicherweise mit 
Morbus-Crohn-Zellen, Morbus-Crohn-Stenose-Zellen und Kontroll-Zellen durch-
geführt um Unterschiede im Reaktionsverhalten zu untersuchen. Alle 
Stimulationsbedingungen wurden ebenfalls doppelt durchgeführt. Für die Stimu-
lationsexperimente wurden MultiWell-Platten verwendet. Alle Wells wurden mit 
einer gleichen Anzahl an Zellen versehen und unterschiedlich stimuliert, um den 
Einfluss der einzelnen Stimulanzien auf die Zytokinproduktion (IL-6 und IL-8) zu 
untersuchen. In jedem Experiment wurden jeweils zwei Wells nicht stimuliert 
(Negativ-Kontrolle). Die übrigen Wells wurden jeweils unterschiedlich stimuliert. In 
einem Experiment wurden die Zellen mit TNF, CpG-ODN und LPS (Positiv-
kontrolle) stimuliert. In einem anderen Experiment wurden die Fibroblasten mit 
steigenden Konzentrationen an IL-33 stimuliert. Weiterhin folgten Experimente, in 
denen die Fibroblasten mit steigenden Konzentrationen an IL-33 zusammen mit 
LPS in einer konstanten Konzentration kostimuliert wurden. Schließlich wurden 
Kostimulationsexperimente durchgeführt, in denen mit IL-33 und TNF sowie IL-33 
und CpG-ODN in einer konstanten Konzentration stimuliert wurde. 24 h und 48 h 
nach Stimulation wurden die Zellüberstände entnommen und per ELISA die 
Zytokine in den Überständen gemessen. 
 
3.2.2 Stimulationsversuch 
Zunächst mussten die Zellen gezählt werden, um die benötigte Anzahl 
anschließend in den Experimenten einzusetzen. Dafür wurden die Zellen wie 
beim Teilungsvorgang behandelt. Zur Zählung wurden sie nach dem Ab-
zentrifugieren in 5 ml Quantum 333 aufgenommen und resuspendiert. Im ersten 
Schritt wurden 100 µl der in Quantum 333 verdünnten Zellsuspension in ein Well 
der 96-Well-Platte überführt. Daraufhin wurden 10 µl aus den 100 µl Zell-
suspension entnommen und mit 10 µl Trypanblau in einem Well einer 96-Well 





aufgetragen. Trypanblau reichert sich in geschädigten Zellmembranen an, intakte 
Zellen dagegen bleiben farblos. Die ungefärbten intakten Zellen wurden in allen 
vier Quadranten gezählt, anschließend wurde die Zellzahl unter Berücksichtigung 
der Verdünnung und des Kammervolumens ermittelt. 
Die Zellen wurden in MultiWell-Platten ausgesät. Ein Well enthielt 50.000 Zellen. 
Im ersten Schritt wurde jedes Well mit jeweils 1 ml Zellsuspension befüllt. Die 
Zellen in den Wells wurden über Nacht im Brutschrank belassen, um sicher-
zustellen, dass sich alle Zellen am Well–Boden festgesetzt haben. Am nächsten 
Tag wurde das Medium abgesaugt und die sich bereits festgesetzten Zellen 
wurden für mindestens 8 Stunden auf DMEM umgesetzt. Im nächsten Schritt 
erfolgte die Stimulation. Zuerst wurde DMEM wieder abgesaugt und durch jeweils 
1 ml frisches DMEM ersetzt. Gleich darauf wurden die Stimulanzien in den 
entsprechenden Konzentrationen in die Wells gegeben und mit DMEM gut 
durchmischt. Abschließend wurde die MultiWell-Platte leicht geschwenkt und 
dann in den Brutschrank gestellt. 
Die Überstandabnahme erfolgte nach 24 h und nach 48 h. Nach 24 h wurden aus 
jedem Stimulationswell 250-300 µl Überstand nach mehrmaligem auf- und 
abpipettieren entnommen und in Eppendorf Cup (1,5 ml) überführt. Auf die 
gleiche Art wurden die restlichen 700-750 µl Überstand nach 48 h entnommen. 
Die Überstände wurden bei -20 °C im Gefrierfach aufbewahrt. 
Für die Zelllysatherstellung wurde zunächst das Quantum 333 in den Petri-
schalen der adhärenten Zellen abgesaugt, anschließend wurden diese mit 1,5 ml 
Trypsin versetzt und für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die gelösten Zellen 
wurden mit 5 ml Zellkulturmedium mehrmals resuspendiert und in einem Falcon®-
Röhrchen für 10 min bei 1800 rpm abzentrifugiert. Nachdem der Überstand 
verworfen wurde, erfolgte die Zugabe von 100 µl RIPA-Lyse-Puffer und die 
Überführung in ein Eppendorf-Cup. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die 
Eppendorf Cups nochmals bei 13000 rpm und 4 °C für 10 Minuten zentrifugiert. 
Abschließend wurde das DNA-Pellet aus dem Lysat verworfen. Das entstandene 





Neben den beschriebenen Zelllysaten aus unstimulierten CLPF erfolgte ebenfalls 
eine Zelllysatherstellung aus stimulierten CLPF. Dazu wurden die adhärenten 
Zellen nach erfolgtem Stimulationsversuch in der MultiWell-Platte mit 1 ml eis-
gekühltem PBS versetzt. Dann wurden die Zellen mechanisch vom Boden der 
MultiWell-Platte mit einem Cellscraper abgeschabt. Die abgelösten Zellen in PBS 
wurden durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und dann in ein Eppendorf 
Cup überführt. Bei 13000 rpm und 4 °C wurden die Zellen im Eppendorf Cup kurz 
abzentrifugiert. PBS wurde verworfen und das Zellpellet mit 100 µl RIPA-Puffer 
versetzt und durch erneutes Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Das 
anschließende Vorgehen war analog dem bei der allgemeinen Zelllysat-
herstellung. 
Die hergestellten Zelllysate wurden für Western Blots verwendet. Voraussetzung 
dafür war eine bekannte Proteinkonzentration dieser Lysate. Die Protein-
konzentration wurde mittels eines BCA-Protein-Assays bestimmt. Zuerst wurden 
die bei Raumtemperatur aufgetauten Proben auf dem Vortexer gemischt. 10 µl 
der Proben, des Standards und des Leerwerts wurden dann in die zugehörigen 
Wells einer 96-Well-Platte pipettiert. Als Leerwert wurde reiner RIPA-Lyse-Puffer 
verwendet. Der Standard bestand aus einem Gemisch aus RIPA-Lyse-Puffer und 
bovine serum albumin (BSA) [2mg/ml]. Die niedrigste Standardkonzentration 
betrug 200 µg/ml, die höchste 2000 µg/ml. Die ersten 2 Spalten der 96-WellPlatte 
wurden für den Standard verwendet. Auch hier wurden wie beim gewöhnlichen 
ELISA Doppelmessungen durchgeführt. Dann wurde das working reagent 
vorbereitet. Dafür wurden Bicinchoninic Acid und Copper-II-sulphate 
pentahydrate 4 % solution in einem Verhältnis von 50:1 gemischt. Anschließend 
wurden 200 µl des working reagent in jedes Well hinzugefügt. Die Platte wurde 
nach 30 Sekunden Schütteln 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach dem Abkühlen 
auf Raumtemperatur konnten die Absorptionswerte im ELISA-Reader bei 450 nm 





3.3 Western Blot 
Der Western Blot ist eine biochemische Methode zur Identifizierung und 
Charakterisierung von Proteinen innerhalb eines Proteingemisches. Zur Detektion 
gibt es verschiedene Möglichkeiten; der Immunoblot zum Beispiel basiert auf der 
Tatsache, dass Antigen und Antikörper miteinander interagieren. Dabei erfolgt die 
Detektion mittels Antikörpern, indem diese an bestimmte Epitope von Antigenen 




Zur Auftrennung eines Proteingemisches gibt es verschiedene Verfahren. Bei der 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die Proteine ihrer 
Molekularmasse nach im elektrischen Feld aufgetrennt. 
SDS (Natriumdodecylsulfat), ein Monoester der Schwefelsäure, ist ein 
anionisches Detergens, welches an Proteine im Verhältnis von 1,4 : 1 bindet, 
dem Proteingemisch durch sein Sulfatanion eine negative Ladung verleiht und 
damit die ursprüngliche Proteinladung maskiert. So können die negativ 
geladenen Proteine das Gel Richtung Anode durchlaufen und die Durchlauf-
geschwindigkeit ist nur noch ihrem Molekulargewicht proportional. Parallel dazu 
läuft ein Proteingemisch bekannter Molekularmasse als Marker mit, der dazu 
dient, die Molekularmassen der unbekannten Proteinproben ermitteln zu können. 
Nachdem die Proteinkonzentrationen zuvor mittels BCA-Assay bestimmt wurden, 
erfolgte die Probenvorbereitung anhand eines Pipettierplans. Zunächst wurden 
die Proben und der Marker auf Eis aufgetaut. Die Proben wurden mit Wasser und 
Laemmli-Puffer gemischt. Es wurde ein maximales Taschenvolumen von 40 µl 
veranschlagt. Die 40 µl setzten sich aus 33,3 µl Probe und H2O sowie 6,7 µl 
Laemmli-Puffer zusammen, um die gleiche Proteinkonzentration pro Laufspur auf 
dem Gel zu gewährleisten. Das im Laemmli-Puffer enthaltene SDS führt zur 
Proteindenaturierung, indem es nichtkovalente Bindungen im Protein bricht und 





Zusätzlich enthält der Laemmli-Puffer 2-Mercaptoethanol, das den De-
naturierungsprozess unterstützt, indem Disulfidbrücken reduziert und damit 
gespalten werden. Das im Laemmli-Puffer vorhandene Glycerin diente dazu, das 
Absinken der Proben in den Geltaschen zu erleichtern. Die gemischten Proben 
wurden kurz mit dem Vortexer gemischt und anschließend für fünf bis zehn 
Minuten bei 95 °C unter leichtem Schütteln im Thermomixer denaturiert. Bei 
diesem Vorgang werden Wasserstoffbrückenbindungen gebrochen. Danach 
kamen die Proben auf Eis, um anschließend 1 Minute lang bei 13000 rpm und 
4 °C abzentrifugiert zu werden und wieder auf Eis gestellt zu werden. 10 µl des 
Markers und je 40 µl der Proben wurden in die jeweiligen Taschen des Gels einer 
Gelkassette langsam einpipettiert. 
Mittels Elektrophorese wurden die Proteingemische dann aufgetrennt. Dafür 
wurde eine Elektrophoresekammer verwendet. Als Gel diente ein 4-12 %iges 
NuPage® Gel. Die Gelkassette wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt. 
Die äußere und innere Kammer wurden mit Laufpuffer gefüllt, anschließend 
wurde der Kamm aus dem Gel entfernt, um ein Beladen der Geltaschen zu 
ermöglichen. Die Elektrophoresekammer wurde an die Stromquelle ange-
schlossen. Bei 160-180 V und 90 mA wurden die Proben dann ca. 1,5 Stunden 
lang Richtung Anode aufgetrennt. 
 
3.3.2 Nass-Transfer 
Nachdem die Proben das Gel durchlaufen haben, erfolgte der Transfer auf eine 
Membran. Dies ist notwendig, weil die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine 
den folgenden Antikörpern im Gel nicht zugänglich sind. Die Gelkassette wurde 
unter Zuhilfenahme eines Spatels aufgebrochen und das fertige Gel in das Blot-
Modul eingebaut. Dabei wurde der Blot vom Plus- zum Minuspol folgendermaßen 
aufgebaut: 2 Schwämmchen, darauf das Filterpapier, darauf die Nitrocellulose-
membran (Porengröße 0,45 µm), dann das Gel, anschließend wieder Filterpapier 
und zum Schluss wieder 2 Schwämmchen. Sowohl die Schwämmchen als auch 
die Membran und das Filterpapier wurden zuvor in Transferpuffer getränkt. Die 





wurde mit Transferpuffer aufgefüllt und bei 300 V und 220 mA für 1,5 Stunden an 
die Stromquelle angeschlossen. 
 
3.3.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen 
Der Immuno-Blot ist eine Methode, die dazu dient, auf eine Nitrocellulose-
membran transferierte Proteine durch Antikörperbindung sichtbar zu machen. 
Das kann mittels direktem oder indirektem Nachweisverfahren erfolgen.  
Der immunologische Nachweis erfolgte mittels indirekter Nachweismethode. 
Hierbei wird ein spezifisch gebundener Antikörper durch einen gegen den 
Primärantikörper gerichteten Sekundärantikörper, welcher seinerseits an ein 
Enzym gekoppelt ist, nachgewiesen. 
Dazu wurde eine Nitrocellulosemembran zunächst nach dem Blotten abhängig 
vom Primär-Antikörper eine Stunde lang mit 10 ml 5 %iger Magermilch oder 
5 %igem BSA unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Dadurch wurden 
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran blockiert. Anschließend wurde 
die Membran 3x kurz mit tris buffered saline (TBST) gewaschen. Danach erfolgte 
die Inkubation mit dem Primär-Antikörper, der je nach Datenblatt in Magermilch 
oder in BSA verdünnt wurde. Die Membran wurde 1 Stunde lang unter ständigem 
Schütteln bei Raumtemperatur oder bei 4 °C über Nacht mit dem Primär-
Antikörper inkubiert. Danach wurde sechsmal 10 min lang mit TBST gewaschen, 
um unspezifische Antikörperbindungen zu entfernen. Nachfolgend wurde die 
Membran mit dem Sekundär-Antikörper, einem horse radish peroxidase (HRP) - 
konjugierten Antikörper 1:3000 in Magermilch bzw. BSA verdünnt und für 1 
Stunde lang bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert. Im Anschluss daran 
erfolgte wieder sechsmal 10 min Waschen mit TBST, um ungebundene 
Sekundär-Antikörper zu entfernen. 
Schließlich wurde die Membran zur Detektion auf Frischhaltefolie ausgelegt und 
mit 3 ml ECL-Plus für 5 min versetzt. Die Meerrettichperoxidase, die an den 
Sekundärantikörper gekoppelt ist, oxidiert das Substrat Lumigen PS-3 zu einem 





mit einem Emissionsmaximum bei 430 nm. Danach wurde die Membran 
zusammen mit einem Film (Hyperfilm-ECL) in eine Filmkassette (Hypercassette) 
eingelegt und in der Dunkelkammer entwickelt, wobei die Expositionszeit des 
Films mit der Membran von der aufgetragenen Proteinmenge und vom 




Nach einem abgeschlossenem Western Blot kann man die Nitrocellulose-
membran immer noch verwenden, um andere Antikörperbanden nachzuweisen. 
Dafür bedient man sich des Stripping. So kann man einen erneuten Western-Blot-
Lauf vermeiden. Zunächst muss man die bereits gebundenen spezifischen 
Antikörper auf der Membran entfernen, um die neuen Antikörper binden lassen zu 
können. Im ersten Schritt wurde die vorher in TBST gewaschene Membran mit 
ca. 10 ml Re-blot-Plus Strong Solution (1:20 in TBST verdünnt) für 15 min bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Danach wurde die Membran 
gewaschen. Beim Waschvorgang wurde die Re-blot-Plus Strong Solution 
ausgeschüttet, die Membran mit TBST benetzt und für 10 min auf den Schüttler 
gestellt, um anschließend das TBST wieder zu verwerfen und durch neues zu 
ersetzen. Dieser Vorgang wurde dreimal vollzogen. Im letzten Schritt musste die 
Membran 1 Stunde lang mit 5 %iger Magermilchlösung (in TBST gelöst) blockiert 
werden, bevor neue Antikörper folgen konnten. 
 
3.3.5 β-Actin-Ladungskontrolle 
Die β-Actin-Ladungskontrolle wird nach einem Western Blot durchgeführt, um 
sicherzustellen, dass alle Geltaschen auch gleichmäßig beladen worden sind. Ist 
dies nicht der Fall, kann eine Beurteilung der Banden auf dem Blot nicht vor-
genommen werden. Bei der Durchführung wurde als erstes die Membran 
gestrippt und anschließend 1 Stunde lang mit Milchlösung blockiert. Danach 





mit dem Anti-β-Actin-Antikörper (1:10000 in Milchlösung verdünnt) 45 min lang 
bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Im nächsten Schritt erfolgte 
sechsmal 10-minütiges Waschen der Membran mit TBST, um im Anschluss 
darauf den Sekundär-Antikörper Anti-mouse-HRP (1:3000 in Milchlösung 
verdünnt) 45 min lang auf der Membran zu belassen. Nach sechs weiteren 
Waschvorgängen erfolgte die Inkubation mit ECL-Plus und der Film konnte mit 
der Membran entwickelt werden. Die Belichtungszeit betrug eine bis fünf Minuten. 
 
3.4 Enzyme-linked immunosorbent assay 
3.4.1 Allgemeines Prinzip  
Zur quantitativen Bestimmung der Zytokine in den Zellüberständen wurde ein 
ELISA durchgeführt. Um bestimmte Proteine mittels ELISA nachzuweisen, 
werden die Lösungen, in denen die nachzuweisenden Proteine enthalten sind 
direkt bzw. indirekt an eine Mikrotiterplatte gebunden. Man bedient sich 
spezifischer Detection-Antikörper, die mit einem Enzym markiert sind, um die 
Proteine nachzuweisen. Die Detection-Antikörper binden an spezifische Epitope 
der nachzuweisenden Proteine und durch die Zugabe eines spezifischen Enzym-
substrates kommt es zu einer biochemischen Reaktion, bei der Farbe freigesetzt 
wird. Dabei lässt sich von der Farbintensität auf die an der Mikrotiterplatte 
gebundene Antikörpermenge schließen. Monochromatisches Licht der Wellen-
länge des Absorptionsmaximums des entstandenen Produktes misst im Photo-
meter die Transmission nach Farbreaktion. Daraufhin wird diese in die Absorption 
umgerechnet. 
 
3.4.2 Bestimmung von Interleukin-6 und Interleukin-8  
Interleukin-6 und Interleukin-8 wurden mittels indirektem ELISA gemessen. 
Zunächst wurde eine MultiWell-Platte über Nacht gecoatet. Dazu wurden 100 µl 
einer Lösung von 10 µg/ml (IL-6) bzw. 2 µg/ml (IL-8) Capture antibody in Coating 





wurde die Lösung mit den nicht gebunden Coating-Antikörpern mittels drei 
Waschvorgängen aus der Platte entfernt, hierzu wurden alle Wells mit 300 µl 
Waschpuffer befüllt, um anschließend wieder entleert zu werden und durch 
Klopfen der Mikrotiterplatte gegen eine Unterlage alle ungebundenen Proteine zu 
entfernen. Im nächsten Schritt erfolgte die Blockierung von ungebundenen 
Proteinbindungsstellen. Dazu wurde jedes Well mit 200 µl Blockierungslösung 
bestehend aus 10 % (v/v) FCS in PBS befüllt und 1 Stunde lang bei Raum-
temperatur belassen. Nach dem Blockieren erfolgte dreimal erneutes Waschen 
und anschließend wurden 100 µl der jeweiligen Zellüberstände auf die Platte 
aufgetragen und für zwei Stunden (IL-6) bzw. eine Stunde (IL-8) inkubiert. 
Danach erfolgten drei weitere Waschschritte. Als nächstes wurde der working 
detector vorbereitet. Dieser besteht aus Detection-Antikörper und Enzym 
Streptavidin-HRP, die jeweils im gleichen Verhältnis wie der Coating-Antikörper in 
Assay-diluent verdünnt wurden. Die Wells wurden mit 100 µl working detector 
beschichtet und 1 Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem letzten 
Waschschritt wurden 100 µl 3,3’und 5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) Substrate 
Reagent aufgetragen und für 30 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. 
Schließlich wurde die Reaktion mit 50 µl/Well 0,5 M H2SO4 gestoppt und 




Bei allen Versuchen sind die Ergebnisse der Stimulationsexperimente als Mittel-
werte (MW) angegeben. Für die statistische Analyse wurde für die Zytokin-
konzentrationen der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test verwendet. Damit konnte auf 
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen und der 
Kontrolle geprüft werden. * zeigt die statistische Signifikanz mit p ≥ 0,01 aber 





Sämtliche statistischen Analysen wurden mit dem Programm Sigmaplot, Version 
11, für Windows durchgeführt. 
Bei allen Versuchen wurden im ELISA sowohl für untersuchten Überstand als 








In einem ersten Schritt wurden zunächst Substanzen, die bekannterweise eine 
Zytokinantwort bei Fibroblasten induzieren können zur Stimulation verwendet 
[194-200]. Diese Substanzen sind TNF, LPS aus E.coli sowie CpG-ODN (M362). 
Ziel war die Etablierung einer Positivkontrolle, wobei folgende Fragen in diesem 
ersten experimentellen Ansatz beantwortet werden sollten: 
1. Unter welchen experimentellen Bedingungen reagieren Kontroll (KO) - CLPF 
auf diese Stimulanzien mit einer optimalen IL-6- und IL-8-Sekretion? 
2. Reagieren auch Morbus Crohn (MC) - CLPF und Morbus-Crohn-Stenose 
(MCS) - CLPF unter den gewählten Bedingungen auf diese Stimulanzien mit 
einer IL-6- und IL-8-Sekretion? 
3. Bestehen Unterschiede zwischen der Zytokinsekretion der stimulierten 
MC-CLPF und der Zytokinsekretion der KO-CLPF? 
Aufbauend auf diesen Vorarbeiten, soll im Rahmen dieser Arbeit der Effekt des 
bisher wenig untersuchten Zytokins IL-33 auf die Induktion von IL-6 und IL-8 bei 
KO-, MC- und MCS-CLPF untersucht werden. Dabei sollen folgende Fragen 
beantwortet werden: 
4. Bewirkt IL-33 bei KO-CLPF eine dosis- sowie zeitabhängige Modulation der 
IL6-/IL-8-Sekretion im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle? 
5. Reagieren MC-CLPF und MCS-CLPF unter den jeweiligen Bedingungen auf 
IL-33 mit einer IL-6/IL-8-Sekretion? 
6. Gibt es Unterschiede zwischen der Zytokinsekretion der stimulierten KO-





4.2 Morphologische Unterschiede der CLPF 
Die verwendeten KO-CLPF wuchsen zum Großteil schnell und adhärent, 
während alle verwendeten MC-CLPF deutlich langsamer proliferierten und zum 
Teil keine Adhärenz erreichten. Zudem war die Kultivierung von MC-CLPF 
schwierig, weil diese oftmals bereits nach dem Auftauen oder aber in den ersten 
Teilungsstadien stark zu einem Pilzbefall neigten. Die Morphologie dieser 
Fibroblasten imponierte unter dem Lichtmikroskop unterschiedlich und reichte 
von schmalen, langgezogenen Zellformen bis hin zu breiten, spiegeleiförmigen 
Formen, welche ein langsameres Wachstum als die schmalen aufwiesen. Die 
Kultivierung von MCS-CLPF erwies sich einfacher als die von MC-CLPF. Sie 
wuchsen ähnlich schnell wie KO-CLPF, allerdings waren die Stenose-






4.3 Charakterisierung der Stimulierbarkeit von CLPF 
bezüglich verschiedener TLR-Liganden und TNF 
4.3.1 Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit TNF 
IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Bei der Untersuchung der Interleukin-6-Sekretion (Abb. 5) in den Zellüberständen 
der KO-, MC- und MCS-CLPF nach Stimulation mit TNF wurden signifikante 
Unterschiede zwischen allen drei Positivkontrollen und der unstimulierten 
Negativkontrolle gefunden. TNF stimuliert in allen drei CLPF-Gruppen die IL-6-
Sekretion nach 24 h und nach 48 h. Es lassen sich keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den einzelnen CLPF-Gruppen feststellen. 
 































































































Abbildung 5: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-, MC-, MCS-CLPF mit TNF 
KO- (n=14), MC- (n=6) und MCS-CLPF (n=7) wurden mit TNF (1 ng/ml) stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 
24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





IL-8-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Bei der Untersuchung der Interleukin-8-Gesamtmenge nach 24 h und 48 h 
(Abb. 6) in den Zellüberständen der KO-, MC- und MCS-CLPF nach Stimulation 
mit TNF wurden signifikante Unterschiede zwischen allen 3 Positivkontrollen und 
der unstimulierten Negativkontrolle gefunden. TNF stimuliert bei KO-, MC- und 
MCS-CLPF ähnlich wie die IL-6- auch die IL-8-Sekretion nach 24 h und nach 
48 h. Analog zur IL-6-Antwort gibt es keine Unterschiede im Reaktionsvermögen 
der einzelnen CLPF-Gruppen untereinander. 
 



































































































Abbildung 6: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-, MC, MCS-CLPF mit TNF 
KO- (n=14), MC- (n=6) und MCS-CLPF (n=7) wurden mit TNF (1 ng/ml) stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 
24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





4.3.2 Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit LPS 
IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Bei der Untersuchung der Interleukin-6-Gesamtmenge (Abb. 7) in den Zell-
überständen der KO-, MC- und MCS-CLPF nach Stimulation mit LPS nach 24 h 
wurden signifikante IL-6-Antworten im Vergleich zu der unstimulierten 
Negativkontrolle gefunden. LPS stimuliert bei allen drei CLPF-Gruppen signifikant 
die IL-6-Sekretion nach 24 h und nach 48 h. Nach 24 h reagieren MC-CLPF mit 
der stärksten IL-6-Sekretion auf LPS, nach 48 h sind keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den CLPF-Gruppen mehr nachweisbar. 
 
































































































Abbildung 7: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-, MC-, MCS-CLPF mit LPS 
KO- (n=10), MC- (n=5), und MCS-CLPF (n=7) wurden mit LPS (10 ng/ml) stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 
24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





IL-8-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Die Interleukin-8-Gesamtkonzentration (Abb. 8) in den Zellüberständen der KO-, 
MC- und MCS-CLPF nach Stimulation mit LPS wurde nach 24 h und nach 48 h 
signifikant durch LPS gesteigert. Nach 24 h reagieren MC- und MCS-CLPF mit 
einer stärkeren  IL-8-Sekretion als KO-CLPF. Nach 48 h sind keine Unterschiede 
mehr in den IL-8-Sekretionen zwischen den CLPF-Gruppen nachweisbar (rechte 
Abbildung). 
 




































































































Abbildung 8: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-, MC-, MCS-CLPF mit LPS 
KO- (n=10), MC- (n=5) und MCS-CLPF (n=6) wurden mit LPS (10 ng/ml) stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 
24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





4.3.3 Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit CpG-ODN 
IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
KO-, MC- und MCS-CLPF wurden mit CpG-ODN stimuliert. Die Zellüberstände 
wurden nach 24 h und nach 48 h abgenommen. Bei Betrachtung der IL-6-
Konzentrationen wird deutlich, dass CpG-ODN sowohl nach 24 h als auch nach 
48 h bei KO-CLPF signifikant die Interleukin-6-Sekretion stimuliert (Abb. 9). Bei 
MCS-CLPF ist kaum eine Steigerung der IL-6-Sekretion im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle nachweisbar. MC-CLPF reagieren auf die CpG-ODN-
Stimulation nicht, die IL-6-Sekretion ist nahezu unverändert im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle. Nach 24 h und nach 48 h lassen sich keine Unter-
schiede in den IL-6-Sekretionen der einzelnen CLPF-Gruppen erkennen. 
 

























































































Abbildung 9: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-, MC-, MCS-CLPF mit CpG-ODN 
KO- (n=9), MC- (n=6) und MCS-CLPF (n=6) wurden mit CpG-ODN (2 µg/ml) stimuliert, die Zellüberstände wurden 
nach 24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





IL-8-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Die IL-8-Antwort von KO-CLPF, MC-CLPF und MCS-CLPF verhält sich nach 
Stimulation mit CpG-ODN ähnlich wie die IL-6-Antwort. KO-CLPF reagieren nach 
24 h mit einer IL-8-Sekretion, die jedoch nicht signifikant ist (Abb. 10). MC- und 
MCS-CLPF lassen sich nicht stimulieren. Nach 24 h reagieren KO-CLPF mit einer 
signifikant stärkeren IL-8-Sekretion als MCS-CLPF. Nach 48 h reagiert keine der 
CLPF-Gruppen auf die CpG-ODN-Stimulation mit einer signifikanten IL-8-
Sekretion. Zudem sind keine Unterschiede in den IL-8-Konzentrationen unter-
einander nachweisbar. 
 























































































Abbildung 10: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-, MC-, MCS-CLPF mit CpG-ODN 
KO- (n=9), MC- (n=6) und MCS-CLPF (n=6) wurden mit CpG-ODN (2 µg/ml) stimuliert, die Zellüberstände wurden 
nach 24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 






TNF und LPS führen in KO-CLPF, MC-CLPF und MCS-CLPF nach 24 h und 
nach 48 h zu einer signifikanten Steigerung der IL-6- und IL-8-Sekretion. TNF 
führt zu einer Steigerung der IL-6-Sekretion auf etwa das 150-fache, der IL-8-
Sekretion auf etwa das 600-fache. Die IL-8-Konzentrationen nach Stimulation mit 
TNF sind bei allen drei CLPF-Gruppen (KO, MC, MCS) höher als die IL-6-
Konzentrationen nach TNF-Stimulation. LPS führt zu einer Steigerung der IL-6-
Sekretion auf etwa das 10-fache, der IL-8-Sekretion auf etwa das 7-fache. CpG-
ODN stimuliert in KO-CLPF die IL-6- und IL-8-Sekretion nicht signifikant, in 
MC-CLPF und MCS-CLPF überhaupt nicht. Zu den Unterschieden zwischen den 
CLPF-Gruppen lässt sich Folgendes beobachten: Nach Stimulation mit TNF 
lassen sich keine Unterschiede in den IL-6/IL-8-Konzentrationen der drei CLPF-
Gruppen feststellen. Im Stimulationsversuch mit LPS lassen sich MC-CLPF 
signifikant stärker stimulieren als KO-CLPF und MCS-CLPF und reagieren 
dementsprechend mit stärkerer IL-6/IL-8-Sekretion. Die Stimulation mit CpG-ODN 
führt bei KO-CLPF zu einer signifikant höheren IL-6/IL-8-Sekretion als der von 
MCS-CLPF. Insgesamt bestehen keine größeren Unterschiede zwischen den 
IL-6-/IL-8 Antworten nach 24 h und nach 48 h. 
 
4.4 Interleukin-33 
4.4.1 Nachweis des IL-33-Rezeptors (ST2/IL-1 R4) 
Hauptziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob das bisher nur wenig untersuchte 
Zytokin IL-33 einen Effekt auf die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine 
IL-6 und IL-8 von aus dem Darm isolierten CLPF von Patienten, die nicht an einer 
chronisch entzündliche Darmerkrankung (CED) erkrankt sind bzw. von Patienten 
mit Morbus Crohn und Patienten mit Morbus Crohn und Stenosen hat. Die 
Voraussetzung, um einen möglichen Effekt von IL-33 zu untersuchen, ist, dass 
die isolierten Fibroblasten den IL-33-Rezeptor auf ihrer Oberfläche exprimieren. 
Der Nachweis des IL-33-Rezeptors erfolgte mittels Western Blot. Dazu wurden 





Fibroblasten isoliert und diese im Western Blot mit dem IL-33R-AK (namentlich 
ST2/IL-1 R4-AK) beladen. Zudem wurden auch Zellen aus Gesamtbiopsien 
(Biopsien, die alle Darmschichten enthalten) auf das Vorhandensein des IL-33-
Rezeptors untersucht. Schließlich wurden Lamina propria mononukleäre Zellen 
(LPMZ) im Western Blot eingesetzt und untersucht, ob diese den IL-33-Rezeptor 
besitzen. Die zu erwartende Bande des Rezeptors sollte bei 50-63 kDa liegen. 
 
KO-, MC- und CU- Gesamtbiopsien exprimieren ST2/IL-1 R4 
Auf den dargestellten Blots ist jeweils eine Bande bei 50-63 kDa (Abb. 11-12) auf 
allen Spuren zu sehen. Diese Abbildungen zeigen, dass der IL-33-Rezeptor bei 
allen drei Patientengruppen (KO, MC, CU) vorhanden ist. Da bei dieser 
Untersuchung Gesamtbiopsien verwendet wurden, ist bei der Auswertung des 
Ergebnisses jedoch nicht ersichtlich, auf welchen Zelltypen (Epithelzellen, 
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Abbildung 11: Nachweis von ST2/IL-1 R4 auf Gesamtbiopsien von CU-Patienten 
Aus unstimulierten Gesamtbiopsien von CU-Patienten wurden Gesamtzelllysate gewonnen und auf das 
Vorhandensein von ST2/IL-1 R4 untersucht. Pro Spur wurden 50 µg Protein aufgetragen. Alle drei Spuren enthalten 
eine Bande bei 50-63 kDa. Spalten 1-3: CU. 
43 kDa (β-Actin) 
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Abbildung 12: Nachweis von ST2/IL-1 R4 auf Gesamtbiopsien von KO- und MC-Patienten 
Aus unstimulierten Gesamtbiopsien von KO- und MC-Patienten wurden Gesamtzelllysate gewonnen und auf das 
Vorhandensein von ST2/IL-1 R4 untersucht. Pro Spur wurden 50 µg Protein aufgetragen. Alle vier Spuren enthalten 
eine Bande bei 50-63 kDa. Spalte 1: MC, Spalte 2-4: KO. 
 
 
KO-, MC-, CU- und MC-Fistel-CLPF exprimieren ST2/IL-1 R4 
Im dargestellten Western Blot (Abb. 13) wurden aus Colon-Resektaten von KO-, 
MC-, CU- und MC-Fistel (MCF) - Patienten CLPF isoliert. Aus diesen wurden 
Zelllysate hergestellt und im Western Blot aufgetragen, um das Vorhandensein 
von ST2/IL-1 R4 zu untersuchen. Das Ergebnis zeigt auf allen sechs Spuren 
jeweils eine ausgeprägte Bande bei 50-63 kDa. Im Vergleich untereinander fällt 
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Abbildung 13: Nachweis von ST2/IL-1 R4 auf unstimulierten KO-, MC-,CU- und MCF-CLPF 
Aus unstimulierten CLPF von KO-, MC-, CU- und MCF-Patient-Resektaten wurden Zelllysate gewonnen und auf das 
Vorhandensein von ST2/IL-1 R4 untersucht. Pro Spur wurden 50 µg Protein aufgetragen. Auf allen Spuren ist eine 
Bande bei 50-63 kDa sichtbar. Spalte 1: KO, Spalte 2: MC, Spalte 3: Fistel, Spalte 4: Fistel, Spalte 5: Fistel, 
Spalte 6: CU. 
43 kDa (β-Actin) 
50-63 kDa (ST2/IL-1 R4) 
43 kDa (β-Actin) 





KO-, MC- und CU- LPMZ exprimieren ST2/IL-1 R4 
In dem dargestellten Western Blot (Abb. 14) wurden LPMZ aus Colon-Resektaten 
von  KO-, MC- sowie CU-Patienten extrahiert und Zelllysate daraus gewonnen. 
50 µg des jeweiligen Lysats wurde im Agarosegel pro Spur aufgetragen. Nach 
der erfolgten Proteintrennung erfolgte der Immunoblot mit Anti-human ST2/IL-1 
R4 zum Nachweis von ST2/IL-1 R4. Auf allen neun Spuren ist eine mehr oder 
weniger stark ausgeprägte Bande bei 50-63 kDa zu sehen. Besonders 
imponieren die sehr starken Banden der MC-LPMZ (Spur 4-6). im Vergleich zu 
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Abbildung 14: Nachweis von ST2/IL-1 R4 auf unstimulierten KO-, MC- und CU-LPMZ 
Aus unstimulierten LPMZ von KO-, MC- und CU-Patient-Resektaten wurden Zelllysate gewonnen und auf das 
Vorhandensein von ST2/IL-1 R4 untersucht. Pro Spur wurden 50 µg Protein aufgetragen. Auf allen Spuren ist eine 
Bande bei 50-63 kDa sichtbar. Spalte 1: CU-1 (entzündet), Spalte 2: CU-2 (nicht entzündet), Spalte 3: CU-3, Spalte 4: 
MC-1, Spalte 5: MC-2, Spalte 6: MC-3, Spalte 7: KO-1, Spalte 8: KO-2, Spalte 9: KO-3. 
43 kDa (β-Actin) 





4.4.2 Stimulation von CLPF mit IL-33, Dosis-/Zeitabhängigkeit 
IL-6-Antwort bei KO-CLPF nach 24 h und nach 48 h 
Bei der Untersuchung der Interleukin-6-Konzentration (Abb. 15) der KO-CLPF 
nach Stimulation mit steigenden Konzentrationen von IL-33 zeigt sich eine 
Dosisabhängigkeit: Nach 24 h bewirken niedrige Konzentrationen von IL-33 keine 
signifikant gesteigerte IL-6/IL-8-Sekretion; ab einer Konzentration von 10 ng/ml 
wirkt IL-33 stimulierend. Ab dieser Konzentration ist eine signifikant gesteigerte 
IL-6-Sekretion nachweisbar. Die Ergebnisse nach 48 h zeigen, dass nach einer 
längeren Wirkzeit auch die niedrigen IL-33-Konzentrationen auf die IL-6-Sekretion 
signifikant stimulierend wirken. Die IL-6-Sekretion steigt nicht direkt proportional 
zu der IL-33-Konzentration. 
 



































































































Abbildung 15: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF mit steigenden Dosen von IL-33 
KO-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml (n=6), 1 ng/ml (n=7), 10 ng/ml (n=8), 100 
ng/ml (n=7)] stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) 
abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion 
bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle 
Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die 





IL-8-Antwort bei KO-CLPF nach 24 h und nach 48 h 
Betrachtet man die Interleukin-8-Gesamtkonzentration (Abb. 16) in den Zell-
überständen der KO-CLPF nach IL-33-Stimulation, wird deutlich, dass steigende 
Konzentrationen von IL-33 die IL-8-Sekretion stimulieren. Die IL-8-Antwort verhält 
sich ähnlich wie die IL-6-Antwort; auch hier kommt es erst ab einer Konzentration 
von 10 ng/ml zu einem signifikanten Anstieg der IL-8-Sekretion. Im Unterschied 
zu der IL-6-Antwort zeigt sich hier keine Dosisabhängigkeit. 
 
































































































Abbildung 16: Interleukin-8 Antwort bei Stimulation der KO-CLPF mit steigenden Dosen von IL-33 
KO-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml (n=8), 1 ng/ml (n=8), 10 ng/ml (n=9), 
100 ng/ml (n=8)] stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) 
abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion 
bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle 
Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die 





IL-6-Antwort bei MC-CLPF nach 24 h und nach 48 h 
Bei der Untersuchung der Interleukin-6-Gesamtkonzentration (Abb. 17) in den 
Zellüberständen der MC-CLPF nach Stimulation mit steigenden Dosen von IL-33 
zeigt sich eine zum Teil signifikante Steigerung der IL-6-Sekretion. Eine  
Dosisabhängigkeit besteht nicht, die IL-6-Sekretion nach 24 h entspricht einer 
Glockenkurve mit einem maximalen Effekt bei 10 ng/ml IL-33. Die IL-6-Sekretion 
nach 48 h zeigt ebenfalls eine deutliche Steigerung der IL-6-Produktion durch 
IL-33, allerdings ist auch hier kein klarer Dosis-Wirkungseffekt erkennbar.  
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Abbildung 17: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der MC-CLPF mit steigenden Dosen von IL-33 
MC-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33, n=6 (0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) stimuliert, 
die Zellüberstände wurden nach 24 h und nach 48 h abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 100 %. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle 
angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 





IL-8-Antwort bei MC-CLPF nach 24 h und nach 48 h 
Durch steigende Konzentrationen von IL-33 lassen sich MC-CLPF stimulieren 
und antworten mit einer zum Teil signifikant gesteigerten IL-8-Sekretion 
(Abb. 18). Wie bei der IL-6-Antwort bereits beschrieben, besteht auch bei der 
IL-8-Sekretion kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung mit 
einem maximalen Effekt nach 24 Stunden mit 10 ng/ml und nach 48 h mit 
100 ng/ml IL-33. 
 


















































Abbildung 18: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der MC-CLPF mit steigenden Dosen von IL-33 
MC-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33, n=6 (0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) stimuliert, 
die Zellüberstände wurden nach 24 h und nach 48 h abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





IL-6-Antwort bei MCS-CLPF nach 24 h und nach 48 h 
Betrachtet man die Interleukin-6-Konzentrationen (Abb. 19) in den Zellüber-
ständen der MCS-CLPF nach Stimulation mit steigenden Konzentrationen von 
IL-33, zeigt sich eine zum Teil signifikante (Stimulation mit 0,1 ng und 10 ng 
IL-33) etwa 2,5-fache Steigerung der IL-6 Sekretion. Die Höhe der IL-6-
Konzentrationen zeigt jedoch keine Abhängigkeit von der IL-33-Dosis. Nach 48 h 
Inkubationszeit lässt sich die signifikant gesteigerte IL-6-Sekretion nicht mehr 
nachweisen. 
 




















































































Abbildung 19: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der MCS-CLPF mit steigenden Dosen von IL 33 
MCS-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33, n=6 (0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) 
stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und 
mittels ELISA die IL-6-Konzentration untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die nicht 
stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 100 %. Der p-Wert wurde für alle 
Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die 





IL-8-Antwort bei MCS-CLPF nach 24 h und nach 48 h 
Bei Betrachtung der IL-8-Antwort (Abb. 20) der MCS-CLPF nach Stimulation mit 
steigenden Konzentrationen von IL-33 zeigt sich nach 24 h eine signifikante 
Steigerung der IL-8-Sekretion. Es lässt sich jedoch kein Zusammenhang 
zwischen Dosis und Wirkung erkennen. Insgesamt ist das IL-8-Verhalten ähnlich 
dem IL-6-Verhalten. Nach 48 h fällt die IL-33 abhängige IL-8-Sekretion niedriger 





























































































Abbildung 20: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der MCS-CLPF mit steigenden Dosen von IL-33 
MCS-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml (n=6), 1 ng/ml (n=5), 10 ng/ml (n=6), 100 
ng/ml (n=6)] stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) 
abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion 
bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 100 %. Der p-Wert wurde für 
alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die 





Übersicht der IL-6-Antwort bei KO-, MC- und MCS-CLPF nach 24 h 
In Abbildung 21 wurden zusammenfassend die IL-6-Konzentrationen von KO-, 
MC- und MCS-CLPF nach Stimulation mit IL-33 nach 24 h dargestellt. Das 
Diagramm zeigt, dass alle drei CLPF-Gruppen mit einer gesteigerten 
IL-6-Konzentration auf die Stimulation antworten. MC- und MCS-CLPF scheinen 
mit einer nicht signifikant stärkeren IL-6-Antwort auf alle IL-33-Konzentrationen 
als KO-CLPF zu reagieren, während KO-CLPF erst ab einer Konzentration von 
10 ng/ml mit einer eindeutig gesteigerten IL-6-Konzentration antworten. In 
niedrigen Konzentrationen (0,1 ng/ml) ist die Reaktion der KO- und MC-CLPF 
nicht signifikant. Bei KO-CLPF lässt sich eine Dosisabhängigkeit erkennen, bei 
MC- und MCS-CLPF nicht. 
 













































Abbildung 21: Zusammenfassung der Interleukin-6-Antwort bei Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF 
mit steigenden Dosen von IL-33 
KO-, MC- und MCS-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml (n=6), 1 ng/ml (n=7), 10 
ng/ml (n=6)] stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 100 %. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle 
angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 





Übersicht der IL-8-Antwort bei KO-, MC- und MCS-CLPF nach 24 h 
Abbildung 22 zeigt die Zusammenfassung der IL-8-Sekretionen nach IL-33-
Stimulation bei KO-, MC- und MCS-CLPF nach 24 h. Ähnlich wie bei der IL-6-
Antwort zeigt sich eine Steigerung der IL-8-Sekretion. Anders als bei der IL-6-
Ausbeute zeigen sich hier keine großen quantitativen Unterschiede unter-
einander; auffällig ist lediglich, dass die IL-8-Antwort bei MC- und MCS-CLPF 
auch auf die niedrigen IL-33-Konzentrationen signifikant ist, nicht jedoch bei 
KO-CLPF. Ferner lässt sich keine Dosis-Wirkungs-Abhängigkeit erkennen. 
 






















































Abbildung 22: Zusammenfassung der Interleukin-8-Antwort bei Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF 
mit steigenden Dosen von IL-33 
KO-, MC- und MCS-CLPF wurden mit steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml (n=6), 1 ng/ml (n=6), 10 ng/ml 
(n=7)] stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 






IL-33 stimuliert in KO-CLPF, MC-CLPF und MCS-CLPF teilweise signifikant die 
IL-6- und die IL-8-Sekretion. Sowohl MC-CLPF als auch MCS-CLPF reagieren 
tendenziell, jedoch nicht signifikant mit einer stärkeren IL-6- und IL-8-Sekretion 
als KO-CLPF. Bereits bei den niedrigen IL-33-Konzentrationen (0,1 ng/ml und 
1 ng/ml) lässt sich bei MC- und MCS-CLPF eine ca. 2-fache Steigerung der IL-6- 
und IL-8-Sekretion beobachten, während KO-CLPF lediglich mit einer ca. 1,3-
fachen Steigerung reagieren. Die Stimulationsversuche ergeben keine eindeutige 
Dosisabhängigkeit der IL-6/IL-8-Sekretion von IL-33. KO-CLPF reagieren auf 
steigende IL-33-Konzentrationen mit erhöhter IL-6/IL-8-Sekretion, jedoch nicht 
direkt proportional. Bei MC- und MCS-CLPF ist kein Zusammenhang zwischen 
Dosis und Wirkung erkennbar. Die IL-6/IL-8-Antwort verhält sich nach 24 h 
ähnlich wie nach 48 h. 
 
4.4.4 Einfluss der Stimulationen auf die Signaltransduktion von IL-33 
Im Rahmen der Stimulation mit IL-33 sollte unter anderem untersucht werden, ob 
die intrazellulären Signalwege durch verschiedene Stimulanzien „hoch-“ oder 
„herrunterreguliert“ werden und ob es hierbei Unterschiede zwischen KO-CLPF 
und MCS-CLPF im Signaltransduktionsweg gibt. Wie in Kapitel 1.3.3 vorbe-
schrieben, erfolgt nach Bindung von IL-33 an seinen Rezeptor die Aktivierung 
verschiedener intrazellulärer Signalpfade. Um zu klären, welche Signalwege bei 
den verwendeten CLPF in welchem Maße aktiviert werden, wurde die Aktivierung 
von p-ERK 42/44 und nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells (NF-κB p65) untersucht. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 
Stimulationsversuchen mit IL-33 fällt auf, dass CLPF von Patienten mit Morbus 
Crohn, bzw. Stenosen bei bekanntem Morbus Crohn mit einer quantitativ höheren 
Zytokin¬sekretion reagieren als die Kontrolle. Daher macht es Sinn, sich mit der 
Frage zu befassen, ob MC- und MCS-CLPF vielleicht eine erhöhte Aktivierung 
von ERK1/2 aufweisen und sich dadurch das IL-6-/IL-8-Verhalten von MCS-CLPF 
im Vergleich zu KO-CLPF erklären lässt. Dazu wurden jeweils KO-CLPF und 





CpG-ODN+IL-33 über 24 h und 48 h stimuliert. Die Proteine p-ERK 42/44 und 
NF-κB p65 wurden mittels Western Blot aus Gesamtzelllysaten (für p-ERK 42/44) 





TNF, LPS, CpG-ODN und IL-33 haben bei KO-CLPF nach 48 h keinen 
Einfluss auf die p-ERK-Aktivierung 
Im Stimulationsversuch mit KO-CLPF wurden diese mit TNF, LPS, CpG-ODN, 
IL-33 sowie mit TNF+IL-33, LPS+IL-33 und CpG-ODN+IL-33 stimuliert. Nach der 
Zellüberstandabnahme nach 48 h Inkubation wurden die Fibroblasten in der 
Mehrlochplatte lysiert, um Proteinlysate aus ihnen zu gewinnen. Die gewonnen 
Proteinlysate aus den stimulierten Fibroblasten wurden im Western Blot 
aufgetragen und anschließend im Immunoblot mit einem AK gegen p-ERK 
versetzt. Bei Betrachtung des Ergebnisses zeigen sich (Abb. 23) auf allen acht 
Spuren jeweils zwei gleich dicke Banden. Die zwei Banden auf Spur 8 sind im 
Vergleich zu den restlichen auf den anderen Spuren etwas schwächer. Zu einer 
weiteren Interpretation muss die β-Actin-Ladungskontrolle herangezogen werden. 
Auf Spur 1 waren die unstimulierten Fibroblastenlysate aufgetragen. Die Banden 
auf Spur 1 unterscheiden sich nicht von den Banden auf den anderen Spuren. In-
folgedessen zeigen die einzelnen Stimulanzien insgesamt keinen Effekt nach 
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Abbildung 23: Einfluss von LPS, TNF, CpG-ODN und IL-33 auf die Aktivierung und Phosphorylierung von 
p-ERK 42/44 bei KO-CLPF nach 48 h 
KO-CLPF wurden über 48 h mit LPS, TNF, CpG-ODN und IL-33 inkubiert. Nach erfolgter Überstandabnahme nach 
48 h wurden aus den CLPF Proteinlysate gewonnen. Diese wurden mittels Western Blot auf die Aktivierung von p-
ERK 42/44 untersucht. Folgende Konzentrationen wurden eingesetzt: LPS 10 ng/ml, TNF 1 ng/ml, CpG-ODN 2µg/ml 
und IL-33 10 ng/ml. Spalte 1: unstimuliert, Spalte 2: LPS, Spalte 3: TNF, Spalte 4: CpG-ODN, Spalte 5: IL-33, Spalte 
6: LPS+IL-33, Spalte 7: TNF+IL-33 und Spalte 8: CpG-ODN+IL-33. 
43 kDa (β-Actin) 
42 kDa (p-ERK) 





TNF, LPS, CpG-ODN und IL-33 haben bei KO-CLPF nach 48 h keinen 
Einfluss auf die NF-κB p65-Aktivierung 
Nach 48-stündiger Inkubation von KO-CLPF mit TNF, LPS, CpG-ODN, IL-33 
sowie TNF+IL-33, LPS+IL-33 und CpG-ODN+IL-33 wurden die CLPF zu Protein-
lysaten verarbeitet und im Western Blot auf NFκ-B p65-Aktivierung untersucht. 
Als Ergebnis zeigen sich acht Spuren mit jeweils einer Bande bei 65 kDa. 
Vergleicht man die Banden untereinander, insbesondere mit Spur 1 (unstimulierte 
Fibroblasten), so ist kein Unterschied festzustellen. NF-κB p65 ist auf allen 
Spuren nachweisbar, jedoch lässt sich keine Regulierung der Aktivierung von NF-
κB p65 durch die einzelnen Stimulanzien nach 48 h nachweisen (Abb. 24). Es 
lässt sich weder ein Einfluss durch die Stimulation mit IL-33 noch durch die 
Kostimulationen mit TNF, LPS und CpG-ODN auf die NF-κB p65-Aktivierung von 
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Abbildung 24: Einfluss von LPS, TNF, CpG-ODN und IL-33 auf die Aktivierung von NF-κB p65 bei KO-
CLPF nach 48 h 
KO-CLPF wurden über 48 h mit LPS, TNF, CpG-ODN und IL-33 inkubiert. Nach erfolgter Überstandabnahme nach 
48 h wurden aus den CLPF Proteinlysate gewonnen. Diese wurden mittels Western Blot auf die Aktivierung von 
NF-κB p65 untersucht. Folgende Konzentrationen wurden eingesetzt: LPS 10 ng/ml, TNF 1 ng/ml, CpG-ODN 2µg/ml 
und IL-33 10 ng/ml. Spalte 1: unstimuliert, Spalte 2: LPS, Spalte 3: TNF, Spalte 4: CpG-ODN, Spalte 5: IL-33, Spalte 
6: LPS+IL-33, Spalte 7: TNF+IL-33 und Spalte 8: CpG-ODN+IL-33. 
43 kDa (β-Actin) 





TNF+IL-33 und CpG-ODN+IL-33 aktivieren bei MCS-CLPF nach 48 h 
p-ERK 
MCS-CLPF wurden mit TNF, LPS, CpG-ODN, IL-33 sowie TNF+IL-33, LPS+IL-33 
und CpG-ODN+IL-33 inkubiert. Nach 48 h wurden die Zellüberstände abge-
nommen und mittels ELISA untersucht. Die verbliebenen MCS-CLPF wurden zu 
Zelllysaten verarbeitet und im Western Blot auf Aktivierung von p-ERK 
untersucht. Auf allen acht Spuren (Abb. 25) sind jeweils zwei Banden, eine bei 42 
kDa und eine bei 44 kDa zu sehen. Im Vergleich fällt auf, dass die Doppelbanden 
auf Spur 7 und Spur 8 stärker sind als die restlichen Banden auf den anderen 
Spuren. Auf Spur 1 sind unstimulierte MCS-Zelllysate aufgetragen. In Folge 
dessen wird deutlich, dass TNF+IL-33 und CpG-ODN+IL-33 p-ERK aktivieren. 
Die Untersuchung der p-ERK-Aktivierung in MCS-CLPF zeigt nach Stimulation 
mit TNF, LPS, CpG-ODN und IL-33 keinen Effekt im Vergleich zu „unstimuliert“ 
(Spur 1), während die Kostimulationen mit TNF+IL-33 und CpG-ODN+IL-33 den 
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Abbildung 25: Einfluss von LPS, TNF, CpG-ODN und IL-33 auf die Expression und Phosphorylierung von 
p-ERK 42/44 bei MCS-CLPF nach 48 h 
MCS-CLPF wurden über 48 h mit LPS (10 ng/ml), TNF (1 ng/ml), CpG-ODN (2 µg/ml) und IL-33 (10 ng/ml) inkubiert. 
Nach erfolgter Überstandabnahme nach 48 h wurden aus den CLPF Proteinlysate gewonnen. Diese wurden mittels 
Western Blot auf die Aktivierung von p-ERK 42/44 untersucht. Spalte 1: unstimuliert, Spalte 2: LPS, Spalte 3: TNF, 
Spalte 4: CpG-ODN, Spalte 5: IL-33, Spalte 6: LPS+IL-33, Spalte 7: TNF+IL-33 und Spalte 8: CpG-ODN+IL-33. 
43 kDa (β-Actin) 
44 kDa (p-ERK) 





TNF, LPS, CpG-ODN und IL-33 haben bei MCS-CLPF nach 48 h keinen 
Einfluss auf die NF-κB-Aktivierung 
MCS-CLPF wurden über 48 h mit TNF, LPS, CpG-ODN, IL-33, TNF+IL-33, 
LPS+IL-33 und CpG-ODN+IL-33 stimuliert. Anschließend wurden Proteinlysate 
hergestellt und diese im Western Blot auf NF-κB p65-Aktivierung untersucht. Bei 
Betrachtung des Ergebnisses (Abb. 26) zeigen sich acht Spuren. Jede Spur be-
inhaltet eine Bande bei 65 kDa. Vergleicht man die Banden untereinander, ist 
kein Unterschied zu sehen. Die einzelnen Stimulanzien üben nach 48 h Inku-
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Abbildung 26: Einfluss von LPS, TNF, CpG-ODN und IL-33 auf die Aktivierung und Phosphorylierung von 
NF-κB p65 bei MCS-CLPF nach 48 h 
MCS-CLPF wurden über 48 h mit LPS (10 ng/ml), TNF (1 ng/ml), CpG-ODN (2 µg/ml) und IL-33 (10 ng/ml) inkubiert. 
Nach erfolgter Überstandabnahme nach 48 h wurden aus den CLPF Proteinlysate gewonnen. Diese wurden mittels 
Western Blot auf die Aktivierung von NF-κB p65 untersucht. Spalte 1: unstimuliert, Spalte 2: LPS, Spalte 3: TNF, 
Spalte 4: CpG-ODN, Spalte 5: IL-33, Spalte 6: LPS+IL-33, Spalte 7: TNF+IL-33 und Spalte 8: CpG-ODN+IL-33. 
43 kDa (β-Actin) 






Wenn man die Signaltransduktion in stimulierten KO-CLPF und MCS-CLPF nach 
48 h untersucht, sind bezüglich der NF-κB p65-Aktivierung keine Unterschiede 
zwischen KO-CLPF und MCS-CLPF festzustellen. In beiden CLPF-Gruppen be-
wirken die verschiedenen Stimulationen zu diesem Zeitpunkt keine nachweisbare 
NF-κB p65-Aktivierung. 
Bei Betrachtung der Ergebnisse der Untersuchung auf p-ERK 42/44-Aktivierung 
ist ein Unterschied zwischen KO- und MCS-CLPF festzustellen. Während 
KO-CLPF auf die verschiedenen Stimulanzien mit keiner p-ERK-42/44-
Aktivierung reagieren, führen TNF+IL-33 sowie CpG-ODN+IL-33 bei MCS-CLPF 
zu einer deutlichen p-ERK-42/44-Aktivierung nach 48 h. Interessant ist, dass 






4.5.1 Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit TNF und TNF+IL-33 
IL-6-Antwort nach 48 h 
In dem unten stehenden Diagramm (Abb. 27) sind die IL-6-Sekretionen von drei 
CLPF-Typen (KO, MC, MCS) aufgetragen. Alle drei CLPF-Typen wurden jeweils 
mit TNF oder TNF+IL-33 stimuliert. Bei Betrachtung der IL-6-Antworten in den 
Zellüberständen aller drei Versuchsgruppen lassen sich kaum Unterschiede fest-
stellen. Nach 48 h lassen sich keine Unterschiede im Reaktionsverhalten der 
CLPF-Gruppen untereinander feststellen. KO-, MC- und MCS-CLPF lassen sich 
sowohl durch TNF als auch durch TNF und IL-33 signifikant stimulieren. Bei allen 
CLPF-Gruppen wirkt sich die zusätzliche IL-33-Stimulation nicht additiv auf die 
IL-6-Sekretion aus. Die IL-6-Antwort nach 24 h verhält sich qualitativ wie nach 



























































+ + + +
+ +--
 
Abbildung 27: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF mit TNF, TNF+IL-33 
KO- (n=10), MC- (n=6), und MCS-CLPF (n=7) wurden mit TNF (1 ng/ml) oder TNF und IL-33 (10 ng/ml) stimuliert, die 
Zellüberstände wurden nach 48 h abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration untersucht. KO steht für 
Kontrolle, MC steht für Morbus Crohn und MCS steht für MCS. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion 
bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle 
Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die 





IL-8-Antwort nach 24 h 
Die IL-8-Antwort in den Zellüberständen aller drei Versuchsgruppen (KO, MC, 
MCS) verhält sich ähnlich wie die IL-6-Antwort (Abb. 28). Alle drei CLPF-Gruppen 
reagieren mit einer signifikanten IL-8-Sekretion auf die Stimulationen. Wie bei der 
IL-6-Antwort, sind auch hier keine Unterschiede bei der IL-8-Sekretion der 
einzelnen CLPF-Gruppen untereinander vorhanden; alle CLPF-Gruppen re-
agieren mit einer ähnlich starken IL-8-Sekretion auf die TNF oder TNF+IL-33-
Stimulation. Die Kostimulation mit IL-33 bringt keinen additiven Effekt. Es 
bestehen keine Unterschiede zwischen 24 h und 48 h, daher ist nur das Ergebnis 
nach 24 h dargestellt. 
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Abbildung 28: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF mit TNF, TNF+IL-33 
KO- (n=14), MC- (n=6) und MCS-CLPF (n=7) wurden mit TNF (1 ng/ml) oder TNF und IL-33 (10 ng/ml) stimuliert, die 
Zellüberstände wurden nach 24 h abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration untersucht. KO steht für 
Kontrolle, MC steht für Morbus Crohn und MCS steht für Morbus Crohn Stenose. Dargestellt ist die prozentuale 
Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 100 %. Der 
p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied 






4.5.2 Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit LPS und LPS+IL-33  
IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Die Untersuchung der IL-6-Konzentration in den Zellüberständen aller drei 
Versuchsgruppen nach LPS- oder LPS+IL-33-Stimulation (Abb. 29) zeigt eine 
signifikant gesteigerte IL-6-Sekretion bei allen drei Zellgruppen (KO-CLPF, 
MC-CLPF, MCS-CLPF) auf LPS sowie auf LPS und IL-33. Die Kostimulation mit 
IL-33 bewirkt keinen additiven Effekt auf die IL-6-Sekretion. Nach 24 h reagieren 
MC-CLPF mit der stärksten IL-6-Sekretion. Nach 48 h reagieren alle CLPF-
Gruppen mit einer ähnlich starken IL-6-Sekretion. 
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Abbildung 29: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF, MC-CLPF, MCS-CLPF mit LPS, 
LPS+IL-33 
KO- (n=10), MC- (n=6), und MCS-CLPF (n=7) wurden mit LPS (10 ng/ml) oder LPS und IL-33 (10 ng/ml) stimuliert, 
die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA 
die IL-6-Konzentration untersucht. KO steht für Kontrolle, MC steht für Morbus Crohn und MCS steht für Morbus 
Crohn Stenose. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





IL-8-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Die Untersuchung der IL-8-Konzentrationen in den Zellüberständen von 
KO-CLPF, MC-CLPF und MCS-CLPF nach Stimulation mit LPS oder LPS+IL-33 
(Abb. 30) zeigt ein ähnliches Ergebnis wie das Ergebnis der Untersuchung auf 
IL-6. Alle CLPF-Gruppen lassen sich durch LPS sowie durch LPS und IL-33 
signifikant stimulieren. MC-CLPF reagieren nach 24 h mit der stärksten IL-8-
Sekretion (Steigerung auf das 10-100-fache), während KO- und MCS-CLPF eine 
Steigerung der IL-8-Sekretion auf ungefähr das 4-fache zeigen. Im Gegensatz zu 
dem Ergebnis nach 24 h lassen sich nach 48 h wie bei der IL-6-Antwort auch 
keine größeren Unterschiede mehr zwischen den IL-8-Konzentrationen der 
CLPF-Gruppen feststellen. KO-, MC- und MCS-CLPF reagieren mit einer ähnlich 
starken IL-8-Sekretion nach 48 h. 
 































































































































Abbildung 30: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF, MC-CLPF, MCS-CLPF mit LPS, 
LPS+IL-33 
KO- (n=10), MC- (n=6), und MCS-CLPF (n=6) wurden mit LPS (10 ng/ml) oder LPS und IL-33 (10 ng/ml) stimuliert, 
die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA 
die IL-8-Konzentration untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte 
Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der 
Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 





4.5.3 Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit CpG-ODN und 
CpG-ODN+IL-33 
IL-6-Antwort nach 24 h 
Die dargestellten Diagramme (Abb. 31) zeigen die IL-6-Konzentrationen von KO-, 
MC- und MCS-CLPF nach Stimulation mit CpG-ODN oder CpG-ODN und IL-33. 
Nach 24 h zeigt sich die stärkste, signifikant gesteigerte IL-6-Sekretion bei KO-
CLPF (auf das Doppelte). MC-CLPF lassen sich kaum und MCS-CLPF gar nicht 
durch CpG-ODN stimulieren. Auffällig ist, dass MC-CLPF sowohl nach 24 h als 
auch nach 48 h (hier signifikant) lediglich auf die Stimulation mit CpG-ODN und 
IL-33 mit einer signifikanten Steigerung der IL-6-Sekretion auf ca. das 2,5-fache 
reagieren. Die Zugabe von IL-33 zum CpG-ODN bewirkt, die IL-6-Sekretion 
betreffend, bei KO- und MCS-CLPF keine Änderung, bei MC-CLPF scheint es 
additiv zu wirken. Nach 48 h zeigt sich unverändert zu 24 h, dass MC-CLPF mit 



























































































































Abbildung 31: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF, MC-CLPF, MCS-CLPF mit CpG ODN, 
CpG-ODN+IL-33 
KO- (n=10), MC- (n=6), und MCS-CLPF (n=7) wurden mit CpG-ODN (2 µg/ml) oder CpG-ODN und IL-33 (10 ng/ml) 
stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und 
mittels ELISA die IL-6-Konzentration untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht 
stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit 
der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit 





IL-8-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
KO-, MC- und MCS-CLPF wurden über 24 h und 48 h mit CpG-ODN oder 
CpG-ODN und IL-33 stimuliert. KO-CLPF reagieren mit der stärksten IL-8-
Sekretion auf ungefähr das 1,5-2-fache (Abb. 32), MCS-CLPF reagieren gar 
nicht, während MC-CLPF sich nur durch CpG-ODN+IL-33 stimulieren lassen, 
jedoch auch nicht signifikant. Insgesamt ähnelt das Ergebnis qualitativ der IL-6-
Sekretion nach 24 h. Nach 48 h zeigt keine der CLPF-Gruppen eine signifikante 
Steigerung der IL-8-Sekretion. Zudem reagieren alle CLPF-Gruppen mit einer 
quantitativ ähnlich starken IL-8-Sekretion. 
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Abbildung 32: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF, MC-CLPF, MCS-CLPF mit CpG ODN, 
CpG-ODN+IL-33 
KO- (n=9), MC- (n=6), und MCS-CLPF (n=6) wurden mit CpG-ODN (2 µg/ml) oder CpG-ODN und IL-33 (10 ng/ml) 
stimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) und 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und 
mittels ELISA die IL-8-Konzentration untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht 
stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit 
der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit 






Bei KO-CLPF induzieren TNF, LPS, CpG-ODN sowie die Kostimulationen 
TNF+IL-33, LPS+IL-33, CpG-ODN+IL-33 eine signifikant gesteigerte IL-6- und 
IL-8-Produktion. Am stärksten lassen sie sich durch TNF stimulieren (auf das ca. 
100-fache). Die Zugabe von IL-33 zu TNF, LPS und CpG-ODN wirkt sich nicht 
additiv auf die IL-6-/IL-8-Sekretion aus. Es bestehen keine Unterschiede 
zwischen der IL-6- und der IL-8-Antwort. 
MC-CLPF lassen sich ebenfalls durch TNF, LPS sowie durch die Kostimulationen 
TNF+IL-33, LPS+IL-33, CpG-ODN+IL-33 jeweils signifikant stimulieren. 
MC-CLPF lassen sich nicht durch CpG-ODN stimulieren. Wie KO-CLPF lassen 
sich auch MC-CLPF am stärksten durch TNF stimulieren (Anstieg der IL-6- bzw. 
IL-8-Konzentration auf ca. das 150-fache bzw. das 700-fache). Insgesamt lässt 
sich bei MC-CLPF kein additiver Effekt durch die Kostimulation mit IL-33 erzielen, 
jedoch bewirkt die Zugabe von IL-33 zu CpG-ODN eine signifikante Il-6-/IL-8-
Sekretion bei MC-CLPF, die durch CpG-ODN alleine nicht erreicht wird. 
Quantitativ sind die IL-8-Konzentrationen jeweils höher als die IL-6-
Konzentrationen. Vergleicht man das Reaktionsverhalten von KO-CLPF mit dem 
von MC-CLPF lässt sich bei MC-CLPF insgesamt eine quantitativ höhere 
IL-6-/IL-8-Sekretion beobachten. 
MCS-CLPF lassen sich durch TNF, LPS sowie durch die Kostimulationen 
TNF+IL-33, LPS+IL-33 stimulieren. MCS-CLPF sind nicht durch CpG-ODN sowie 
CpG-ODN+IL-33 stimulierbar. Wie die anderen beiden CLPF-Gruppen wird auch 
bei MCS-CLPF durch TNF der stärkste stimulatorische Effekt auf die Zytokin-
sekretion erzielt (Anstieg auf das ca. 500-fache). Die zusätzliche Zugabe von 
IL-33 wirkt sich nicht additiv auf die IL-6-/IL-8-Konzentrationen aus. Insgesamt 
reagieren MCS-CLPF unterschiedlich im Vergleich zu KO- und MC-CLPF. 
Interessanterweise lassen sich nach 24 h häufig Unterschiede zwischen KO-, 
MC- und MCS-CLPF mit einer höheren IL-6-/IL-8-Sekretion bei MC-CLPF fest-






4.6 LPS+IL-33 Dosisabhängigkeit 
4.6.1 Stimulation von KO-CLPF mit LPS und steigender Dosis 
von IL-33 
IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
KO-CLPF wurden mit LPS allein sowie LPS und steigenden Konzentrationen von 
IL-33 stimuliert. Nach 24 und 48 Stunden Inkubation wurden die entnommenen 
Zellüberstände mittels ELISA auf IL-6 untersucht. Es wird deutlich (Abb. 33), dass 
die Stimulation nach 24 h und nach 48 h zu einer signifikant gesteigerten 
Sekretion von IL-6 führt. Tendenziell zeigt sich eine Zunahme der IL-6-Sekretion 
durch gesteigerte IL-33-Konzentrationen und LPS, jedoch ist diese nicht 
signifikant. Ferner übt die Zugabe von IL-33 zum LPS keinen signifikant additiven 
Effekt aus. Eine Zeitabhängigkeit lässt sich nicht erkennen, die IL-6-Sekretion 
sieht nach 48 h qualitativ sowie quantitativ ähnlich wie nach 24 h aus. 
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Abbildung 33: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF mit LPS und LPS plus steigender 
Konzentration von IL-33 
KO-CLPF wurden mit LPS (10 ng/ml), n=10 oder mit LPS und steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml (n=6), 
1 ng/ml (n=6), 10 ng/ml (n=9), 100 ng/ml (n=8)] kostimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke Abbildung) 
und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration untersucht. Dargestellt ist 
der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle 
entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter 
Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** mit p ≥ 0,001 aber < 0,01 





IL-8-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
KO-CLPF wurden mit LPS oder mit LPS zusammen mit steigenden Konzen-
trationen von IL-33 über 24 h und 48 h stimuliert. Die Zellüberstände wurden 
mittels ELISA auf IL-8 untersucht. Die Untersuchung der IL-8-Antwort zeigt 
(Abb. 34), dass eine Stimulation mit LPS+IL-33 in steigenden Konzentrationen zu 
einer signifikant gesteigerten IL-8-Sekretion bei KO-CLPF nach 24 h und nach 
48 h führt. Es zeigt sich eine tendenzielle Zunahme der IL-8-Sekretion durch 
steigende IL-33-Konzentrationen plus LPS im Vergleich zu LPS allein, jedoch ist 
diese nicht signifikant. Die IL-8-Sekretion verhält sich im Wesentlichen ähnlich 
der IL-6-Sekretion, mit dem Unterschied, dass die IL-8-Sekretion quantitativ 
etwas höher ist (IL-8-Steigerung auf ca. das 8-10-fache, IL-6-Steigerung auf das 
ca. 4-fache) als die IL-6-Sekretion. Das Ergebnis nach 48 h ähnelt qualitativ 
sowie quantitativ dem nach 24 h. 
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Abbildung 34: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der KO-CLPF mit LPS und LPS plus steigende 
Konzentrationen von IL-33 
KO-CLPF wurden mit LPS (10 ng/ml), (n=11) oder mit LPS und steigenden Konzentrationen von IL-33 [0,1 ng/ml 
(n=8), 1 ng/ml (n=8), 10 ng/ml (n=12), 100 ng/ml (n=10)] kostimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h (linke 
Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration untersucht. 
Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte 
Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen 
ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** mit p ≥ 





4.6.2 Stimulation von MC-CLPF und MCS-CLPF mit LPS und 
steigender Dosis von IL-33 
IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h 
Die Untersuchung der IL-6-Antwort nach Stimulation von MC-CLPF und 
MCS-CLPF mit LPS sowie mit LPS und steigenden Konzentrationen von IL-33 
(Abb. 35) zeigt ein etwas anderes Verhalten als das der KO-CLPF. MC- und 
MCS-CLPF reagieren auf LPS und LPS mit steigenden Konzentrationen von 
IL-33 mit einer signifikant gesteigerten IL-6-Sekretion (auf ca. das 6-fache). Eine 
Dosisabhängigkeit von IL-33 bezüglich der IL-6-Sekretion besteht nicht. Die IL-6-
Sekretion nach Zugabe von IL-33 ist nicht signifikant höher als nach alleiniger 
LPS-Stimulation. Die Abweichung vom Mittelwert ist bei den MCS-CLPF-Werten 
insgesamt geringer als bei den MC-CLPF-Werten. Zwischen der IL-6-Sekretion 
von MC-CLPF und der von MCS-CLPF bestehen keine signifikanten 
Unterschiede. Das Reaktionsverhalten nach 48 h ähnelt qualitativ dem nach 24 h. 
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Abbildung 35: Interleukin-6-Antwort bei Stimulation der MC-CLPF und MCS-CLPF mit LPS und LPS plus 
steigender Konzentration von IL-33 
MC-CLPF und MCS-CLPF wurden mit LPS (10 ng/ml), (n=8) oder mit LPS und steigenden Konzentrationen von IL-33 
[0,1 ng/ml (n=6), 1 ng/ml (n=6), 10 ng/ml (n=8), 100 ng/ml (n=7)] kostimuliert, die Zellüberstände wurden nach 24 h 
(linke Abbildung) und nach 48 h (rechte Abbildung) abgenommen und mittels ELISA die IL-6-Konzentration 
untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die 
unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, 
bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die statistische Signifikanz ist * mit p ≥ 0,01 aber < 0,05, ** 





IL-8-Antwort nach 48 h 
Die IL-8-Antwort von MC- und MCS-CLPF nach Stimulation mit LPS oder 
LPS+IL-33 in steigenden Konzentrationen (Abb. 36) zeigt nach 48 h ein ähnliches 
Verhalten wie die IL-6-Antwort nach 24 h und nach 48 h. MC- und MCS-CLPF 
reagieren auf die Stimulationen mit signifikant gesteigerter IL-8-Sekretion nach 
48 h. Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen Dosis von IL-33 und 
IL-8-Sekretion. Insgesamt streuen die IL-8-Werte stärker als die IL-8-Werte der 
KO-CLPF. Die Zytokinantwort nach 24 h ähnelt qualitativ der nach 48 h, sodass 
hier auf ihre Darstellung verzichtet wird. 
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Abbildung 36: Interleukin-8-Antwort bei Stimulation der MC-CLPF und MCS-CLPF mit LPS und LPS plus 
steigender Konzentration von IL-33 
MC-CLPF und MCS-CLPF wurden mit LPS (10 ng/ml), (n=7) oder mit LPS und steigenden Konzentrationen von IL-33 
[0,1 ng/ml (n=6), 1 ng/ml (n=6), 10 ng/ml (n=8), 100 ng/ml (n=7)] kostimuliert, die Zellüberstände wurden nach 48 h 
abgenommen und mittels ELISA die IL-8-Konzentration untersucht. Dargestellt ist der Anstieg der Zytokinsekretion 
bezogen auf die nicht stimulierte Kontrolle. Die unstimulierte Negativkontrolle entspricht 1. Der p-Wert wurde für alle 
Gruppenvergleiche mit der Kontrolle angegeben, bei denen ein signifikanter Unterschied gefunden wurde. Die 






Betrachtet man zusammenfassend die Unterschiede zwischen KO-, MC- und 
MCS-CLPF nach Stimulation mit LPS sowie LPS mit steigenden Konzentrationen 
von IL-33 lässt sich Folgendes sagen: 
KO-CLPF, MC-CLPF und MCS-CLPF reagieren nach 24 h und nach 48 h mit 
einer signifikant gesteigerten IL-6- und IL-8-Sekretion. Die IL-8-Sekretion ist bei 
KO-CLPF quantitativ etwas stärker (Anstieg auf ca. das 10-fache) ausgeprägt als 
die IL-6-Sekretion (Anstieg auf das ca. 5-fache). Bei MC- und MCS-CLPF 
bestehen keine größeren quantitativen Unterschiede zwischen der IL-6 und IL-8-
Sekretion. Durch die Zugabe von IL-33 zu LPS wird bei MC- und MCS-CLPF die 
Zytokinausschüttung nicht signifikant gesteigert. Jedoch scheint sich bei 
KO-CLPF eine tendenzielle Zunahme der IL-6/IL-8-Sekretion durch steigende 
IL-33-Konzentrationen im Vergleich zu der Stimulation mit LPS allein abzu-
zeichnen. Diese ist jedoch nicht signifikant. Insgesamt bestehen keine Unter-
schiede zwischen den Ergebnissen nach 24 h und denen nach 48 h. 
 
4.7 Zusammenfassung der Effekte von IL-33 bei CLPF 
KO-, MC-, MCS- sowie CU-CLPF exprimieren ST2/IL-1 R4. CU-CLPF exprimieren 
den Rezeptor am stärksten. Bei der Untersuchung von LPMZ auf ST2/IL-1 R4 
stellte sich heraus, dass MC-LPMZ ST2/IL-1 R4 stärker exprimieren als KO- und 
CU-LPMZ.  
Bei Stimulation von KO-, MC- und MCS-CLPF mit steigenden Dosen von IL-33 
zeigten lediglich KO-CLPF eine Dosisabhängigkeit der induzierten IL-6-Sekretion. 
Weder bei der IL-33-induzierten IL-8-Sekretion der CLPF noch bei MC- und 
MCS-CLPF konnte eine Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden. Interessanter-
weise war der IL-33-abhängige IL-6-Anstieg bei KO-CLPF stärker als die IL-8-
Antwort, während sich bei MC- und MCS-CLPF keine Unterschiede zwischen IL-6 
und IL-8 zeigten. Ferner wiesen KO-CLPF nach 48 h höhere IL-6 und IL-8-
Konzentrationen nach Stimulation mit niedrigen IL-33-Konzentrationen auf als 





24 h als nach 48 h. MC-CLPF zeigten keinen Unterschied im Reaktionsverhalten 
nach 24 h und nach 48 h.  
In den Kostimulationsversuchen zeigt sich bei KO- und MCS-CLPF kein additiver 
Effekt durch die Zugabe von IL-33. Bei MC-CLPF dagegen wirkt sich die 
Kostimulation mit IL-33 insofern additiv aus, als dass die Stimulation mit 
CpG-ODN zu keiner gesteigerten IL6-/IL-8-Sekretion führt, während die 
Kombination mit IL-33 in einer signifikant gesteigerten IL-6/IL-8-Sekretion 
mündet. KO- und MCS-CLPF weisen keine quantitativen Unterschiede zwischen 
der IL-6- und IL-8-Antwort auf, MC-CLPF zeigen höhere IL-8- als IL-6-
Konzentrationen. Interessanterweise reagieren MC-CLPF nach 24 h häufig mit 
einer stärkeren Zytokinantwort als KO-CLPF, die nach 48 h jedoch nicht mehr 
nachweisbar ist. Bei MCS- und KO-CLPF zeigen sich keine größeren 
Unterschiede nach 24 h und nach 48 h. 
Die Untersuchung der Dosisabhängigkeit nach Stimulation mit LPS und 
steigenden Dosen von IL-33 erbringt folgende Ergebnisse:     
KO-CLPF reagieren nach Zugabe von IL-33 zum LPS mit einer Steigerung der 
IL6-/IL-8-Sekretion, die jedoch nicht signifikant ist. MC- und MCS-CLPF zeigen 
keine Veränderung der IL-6-/IL-8-Antwort nach Kostimulation mit IL-33 in 
steigenden Konzentrationen. Die IL-8-Konzentrationen sind bei KO-CLPF höher 
als die IL-6-Konzentrationen, bei MC- und MCS-CLPF zeigen sich kaum 
Unterschiede. Zudem bestehen keine größeren Unterschiede zwischen der 
Zytokinantwort nach 24 h und der nach 48 h. 
Die Analyse der Modulation der NF-κB p65- und der p-ERK 42/44-Aktivierung 
durch TNF, LPS, IL-33, CpG-ODN in KO- und MCS-CLPF zeigt folgendes 
Ergebnis:                   
Sowohl KO- als auch MCS-CLPF führen nach Stimulation zu keiner gesteigerten 
NF-κB p65-Aktivierung. Außerdem zeigen stimulierte KO-CLPF keine verstärkte 
p-ERK 42/44-Aktivierung. Im Western Blot konnte jedoch eine verstärkte 
p-ERK 42/44-Aktivierung in MCS-CLPF nach Stimulation mit TNF+IL-33 sowie 
CpG-ODN+IL-33 nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte dieser Effekt 





4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die Vorexperimente zur Etablierung einer Positivkontrolle zeigten, dass KO-CLPF 
auf TNF, LPS und CpG in den gewählten Dosierungen mit gesteigerter IL-6- und 
IL-8-Antwort reagieren. Vergleicht man dieses Verhalten mit der Reaktion von 
MC- und MCS-CLPF auf die Positivkontrollen, zeigten sich ähnliche Ergebnisse 
nach Stimulation mit TNF und LPS. Anders als KO-CLPF reagieren MC- und 
MCS-CLPF auf CpG-ODN nicht mit gesteigerter IL-6- und IL-8-Sekretion. 
Bezüglich der Unterschiede im Reaktionsverhalten untereinander fällt auf, dass 
MC-CLPF mit einer signifikant stärkeren IL-6/IL-8-Sekretion auf LPS nach 24 h 
reagieren als KO- und MCS-CLPF. 
Nach den Vorexperimenten lag das Augenmerk dieser Arbeit auf dem noch wenig 
untersuchten Zytokin IL-33. Die IL-6/IL-8-Sekretion von KO- und MC- sowie 
MCS-CLPF sollte nach Stimulation mit dem Zytokin untersucht werden. Vor-
aussetzung für die Experimente war jedoch zunächst der IL-33-Rezeptor-
Nachweis auf CLPF. Dieser konnte hier erstmals nachgewiesen werden, 
interessanterweise zeigte sich dieser stärker auf CU-CLPF als auf MC- und 
KO-CLPF exprimiert. Mit den anschließend folgenden Stimulationsexperimenten 
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass KO-CLPF nach Stimulation mit 
steigenden Konzentrationen von IL-33 signifikant mehr IL-6 und IL-8 als die 
unstimulierte Kontrolle sezernieren. Dabei ist leidglich die IL-6-Antwort von 
KO-CLPF dosisabhängig. Der Faktor Zeit beeinflusste das Stimulationsergebnis 
nicht. Ähnlich wie KO-CLPF reagieren auch MC- und MCS-CLPF auf IL-33-
Stimulation mit signifikant gesteigerter IL-6- und IL-8-Sekretion, jedoch anders als 
KO-CLPF ohne Dosisabhängigkeit. Die Zeitkomponente wirkte sich auch hier 
nicht auf das Ergebnis aus. Insgesamt konnten mit den in dieser Arbeit erzielten 
Ergebnissen, bis auf die lediglich bei KO-CLPF nachweisbare dosisabhängige 
IL-6-Sekretion, keine größeren signifikanten Unterschiede im IL-6/IL-8-







5.1 Effekte der TLR-Liganden auf CLPF  
Zu Beginn dieser Arbeit wurden KO-, MC- und MCS-CLPF mit den Positiv-
kontrollen TNF, LPS und CpG-ODN stimuliert. Da bereits bekannt ist, dass 
humane- und tierische Fibroblasten in Zellkultur auf Stimulation mit Bakterien-
bestandteilen und Viren mit einer gesteigerten Sekretion von IL-6 und IL-8 
reagieren [174, 201-203], war das Ergebnis, dass KO-, MC- und MCS-CLPF mit 
einer signifikant gesteigerten IL-6/IL-8-Sekretion nach Stimulation mit TNF und 
LPS reagieren, nicht überraschend [174, 197, 204-206]. 
 
5.1.1 MC-CLPF reagieren auf Stimulation mit LPS nach 24 h mit 
stärkerer IL-6/IL-8-Sekretion als MCS- und KO-CLPF 
Die Stimulation mit TNF und LPS bewirkt sowohl nach 24 h als auch nach 48 h 
eine signifikant gesteigerte IL-6- und IL-8-Sekretion in KO-, MC- und MCS-CLPF 
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Unter allen drei CLPF-Gruppen 
scheinen MC- und MCS-CLPF tendenziell mit einer stärkeren IL-6- und IL-8-
Sekretion zu reagieren als KO-CLPF, jedoch sind die Unterschiede nicht 
signifikant. Dieses Ergebnis kann durch zahlreiche Studien bestätigt werden [204, 
207]. Interessant ist jedoch, dass die Stimulation mit LPS in MC-CLPF nach 24 h 
eine deutlich stärker ausgeprägte Steigerung der IL-6- und IL-8-Sekretion 
hervorruft als in KO- und MCS-CLPF. Ursache dafür könnte sein, dass bei 
Morbus Crohn ein immunologisches Ungleichgewicht zwischen pro- und 
antiinflammatorischen Zytokinen vorliegt und dieses bei erkrankten Patienten 
nach Exposition des Darmlumens mit Bakterienbestandteilen (LPS) zu einer 
verstärkten proinflammatorische Zytokinsekretion führt, die durch eine mögliche 
Defizienz der antiinflammatorischen Zytokine bedingt ist [206]. Ferner ist aus 
tierxeperimentellen Untersuchungen bekannt, dass Bakterienbestandteile bzw. 
die eigene Bakterienflora des Darms an der Pathogenese von Morbus Crohn 
beteiligt sind [208, 209]. Vor diesem Hintergrund ist die starke IL-6/IL-8-Sekretion 





Ergebnisses auf Proteinebene könnte die bereits in Ruhe verstärkte Zytokin-
sekretion von MC-CLPF sein [210-214]. Passend zu dieser konnten weitere 
Untersuchungen erhöhte IL-6- sowie IL-8-Konzentrationen in Schleimhaut-
biopsien, insbesondere in der Lamina propria, aus dem Colon von MC-Patienten 
im Vergleich zu denen von gesunden Patienten, nachweisen [52]. Im Colitis-
Mausmodell wurden die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigt. Dort konnte gezeigt 
werden, dass CLPF aus entzündeter Schleimhaut bereits in Ruhe eine stärkere 
IL-6-Sekretion aufweisen als CLPF aus gesunden Kontroll-Tieren und diese nach 
Stimulation mit IFN-γ in CLPF von kranken Tieren stärker ansteigt als in denen 
von gesunden Kontrollen [215]. Ähnliche Ergebnisse erzielten Studien bei 
rheumatoider Arthritis: Werden synoviale Fibroblasten von Patienten mit 
rheumatoider Arthritis 24 h lang mit Peptidoglykan stimuliert, reagieren diese 
nach 24 h mit einer stärkeren IL-6-Antwort als gesunde Kontroll-Synovia-
Fibroblasten [216]. Weitere Untersuchungen an CLPF von Morbus Crohn 
Patienten zeigten, dass diese mit einer gesteigerten dosisabhängigen Sekretion 
von IL-6 und IL-8 im Vergleich zu unstimulierten MC-CLPF auf verschiedene 
Stimulanzien wie IFN-γ, TNF, IL-22, IL-19 reagieren [217]; jedoch wurde in diesen 
Untersuchungen leider kein Vergleich zu CLPF aus gesunden Kontroll-Patienten 
durchgeführt [218]. Ferner könnte die erhöhte Vulnerabilität von MC-CLPF auf 
externe Reize im Vergleich zu KO-CLPF eine weitere Erklärung dafür, dass 
MC-CLPF mit einer stärkeren IL-6-Sekretion auf LPS antworten als KO- und 
MCS-CLPF, sein [219-221]. Die Vulnerabilität kommt unter anderem durch eine 
erhöhte Permeabilität der Darmmukosa von CED-Patienten zustande. Diese 
erklärt die überschießende IL-6- und IL-8-Antwort auf LPS [209]. Weiterhin 
könnte die Konfluenz der stimulierten Fibroblasten einen Einfluss auf die 
Zytokinsekretion gehabt haben. Konfluent gewachsene Fibroblasten sezernieren 
weniger IL-6 als nicht konfluent gewachsene Fibroblasten [222]. Bei der 
Zellkultivierung im Rahmen dieser Arbeit ist aufgefallen, dass MC-CLPF schneller 
nekrotisch geworden sind als KO-CLPF. Möglicherweise führte dies zu einer 
verminderten Konfluenz bei MC-CLPF, die die gesteigerte IL-6-Sekretion erklärt. 
Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass LPS in MC-CLPF außer TLR4 





führte [223]. Darüber hinaus könnte noch eine negative Regulation über 
suppressor of cytokine signalling (SOCS) eine Ursache für den relativ niedrigeren 
Anstieg der IL-6/IL-8-Sekretion nach 48 h im Vergleich zu 24 h nach LPS-
Stimulation in MC-CLPF sein. SOCS werden durch Reize wie z. B. LPS und 
CpG-ODN induziert. Sie agieren im Sinne einer negativen Feedback-Schleife, um 
eine zu starke Zytokinsekretion zu begrenzen [224-227]. Schließlich könnte in 
MC-CLPF nach 48 h eine Desensibilisierung, auch unter dem Begriff „Endotoxin-
Toleranz“ bekannt, auf LPS stattgefunden haben [228-230]. Ein weiteres Protein, 
dessen Regulation in der inflammatorischen Antwort von MC-CLPF verändert 
sein könnte und die starke IL-6/IL-8-Sekretionssteigerung nach 24 h erklären 
könnte, ist high-mobility group protein B1 (HMGB1). HMGB1 interagiert mit TLR4 
und führt zu einer verstärkten proinflammatorischen Antwort [231]. 
 
5.1.2 MC- und MCS-CLPF reagieren nicht mit gesteigerter IL-6/IL-8-
Sekretion auf CpG-ODN 
Eine der verwendeten Positivkontrollen in dieser Arbeit ist CpG-ODN. KO-CLPF 
reagieren wie erwartet [151, 154, 232, 233] auf die Stimulation mit CpG-ODN mit 
einer signifikant gesteigerten IL-6/IL-8-Sekretion. Interessanterweise ist dies bei 
MC- und MCS-CLPF nicht der Fall. Möglicherweise ist das intestinale Immun-
system in Morbus Crohn Patienten derart dysreguliert, dass CpG-ODN nicht mehr 
als „fremd“ erkannt werden. Dies würde insbesondere vor dem Hintergrund, dass 
Bakterien an der Pathogenese von Morbus Crohn beteiligt sind, plausibel 
erscheinen. Denkbar ist auch, dass durch die bereits in Ruhe überschießende 
IL-6- und IL-8-Sekretion diese Zytokinsekretionen bereits am Maximum sind und 
durch weitere Stimulanzien wie CpG-ODN nicht mehr signifikant gesteigert 
werden können. Während in tierexperimentellen Colitis-Modellen die intra-
peritoneale Applikation von CpG-ODN bei vorbestehender Colitis zu einer 
Aggravierung der Entzündung einhergehend mit verstärkter Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen führt [234, 235], wirkt sich die prophylaktische 
CpG-ODN-Verabreichung vor Colitis-Induktion in einer Reduktion der Entzündung 





von CpG-ODN auf Colitis [236, 237]. Diese Ergebnisse stützen die in dieser 
Arbeit erzielten Ergebnisse weitestgehend, obgleich die Ergebnisse dieser Arbeit 
keine signifikante Suppression von IL-6 und IL-8 durch CpG-ODN präsentieren. 
Untersuchungen bei weiteren entzündlichen Erkrankungen wie zum Beispiel an 
Synoviafibroblasten bei Rheumatoider Arthritis bestätigten diese Ergebnisse. 
Während Stimulation mit Staphylokokken-Peptidoglykan bei diesen zu verstärkter 
IL-6- und IL-8-Sekretion führte, war dies bei Stimulation mit CpG-ODN nicht der 
Fall [238]. In Zusammenschau der Ergebnisse und der Studienlage sowie der 
Tatsache, dass die Hygiene als einer der ätiopathogenetischen Faktoren von 
Morbus Crohn diskutiert wird, kann spekuliert werden, dass starke Keimfreiheit 
die Entstehung von CED begünstigt, während CpG-ODN protektiv wirken und 
deshalb in der manifesten Colitis nicht zu proinflammatorischer Antwort, wie bei 
den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, führen [235]. Möglicherweise war die 
in dieser Arbeit verwendete CpG-ODN Sequenz nicht dafür geeignet MC-CLPF 
adäquat zu stimulieren. Weiterhin kann die fehlende Stimulierbarkeit in einer 
mangelhaften TLR9-Expression auf MC-CLPF begründet liegen. Eine weitere 
Erklärung für das fehlende Ansprechen von MC-CLPF könnte eine De-
sensibilisierung durch CpG-ODN sein. In tierexperimentellen Untersuchungen 
bewirkt CpG-ODN in Makrophagen eine gesteigerte Zytokinsekretion, die nach 
fünf Tagen jedoch in Folge einer Desensibilisierung nicht mehr nachweisbar ist 
[235, 239]. Die Signaltransduktion über TLRs unterliegt einer komplizierten und 
vielfältigen Regulation, die dazu dient, eine überschießende Immunantwort auf 
Toxine zu verhindern. Ein Beispiel für die Regulation ist die E3 Ubiquitin-Ligase 
Triad3A. TLR4 und TLR9 werden durch die E3 Ubiquitin-Ligase Triad3A vermehrt 
ubiquitiniert und daraufhin im Proteasom abgebaut [240]. Möglicherweise weisen 
MC- und MCS-CLPF eine verstärkte Aktivität oder Expression von Triad3A auf, 
so dass durch den vermehrten Abbau im Proteasom weniger TLR9 vorhanden ist, 
an den CpG-ODN binden kann und es somit zu keiner IL-6/IL-8-Sekretion kommt. 
Eine weitere Erklärung könnte ferner die Induktion von SOCS1 und SOCS3 durch 
CpG-ODN sein. SOCS begrenzen mittels eines negativen Feedback-
Mechanismus die Sekretion von Zytokinen. Eine vorangegangene Medikation mit 





der Sekretion von IL-6/IL-8 nach Stimulation mit CpG-ODN geführt haben [241-
245]. Wie bereits diskutiert, könnte ferner TGF-β1 hier einen verstärkten Abbau 
von MyD88 über eine verstärkte Ubiquitinierung bewirkt haben [246]. Da die 
TLR9-Signaltransduktion ebenso wie die TLR4-Signaltransduktion MyD88 
aktiviert, ist es denkbar, dass TGF-β1 in MC- und MCS-CLPF zum verstärkten 
MyD88-Abbau führt und die Signalkaskade nach CpG-ODN-Stimulation auch hier 
an dieser Stelle unterbrochen wird. Dadurch kommt es zu keiner NF-κB-
Translokation mit konsekutiv fehlender IL-6- und IL-8-Sekretion. 
 
5.2 Expression des IL-33-Rezeptors 
5.2.1 CU-CLPF exprimieren den IL-33-Rezeptor stärker als KO-, MC- 
und MCS-CLPF 
Im Rahmen dieser Arbeit wird der IL-33-Rezeptor mittels Western Blot auf CLPF 
nachgewiesen. ST2 wurde erstmals auf TH2-Zellen sowie auf Mastzellen 
identifiziert [138]. Später konnte der Rezeptor unter anderem auf humanen und 
tierischen Fibroblasten nachgewiesen werden [247-251]. Mit den in dieser Arbeit 
durchgeführten Experimenten wird der Rezeptor erstmals auf KO-, MC-, MCS- 
und CU-CLPF nachgewiesen. Auffällig ist jedoch, dass CU-CLPF den Rezeptor 
am stärksten unter den CLPF-Gruppen exprimiert. IL-33 führt über ST2 ebenfalls 
zu einer TH2-ZellAntwort, somit erscheint es plausibel, dass ST2 in Fibroblasten 
aus CU-Patienten (CU ist eine TH2-Zell-assoziierte Erkrankung [252]) stärker 
exprimiert wird als in Kontrollen oder dem TH1-Zell-assoziierten Morbus Crohn. 
Vergleichbare Studien haben ST2 in weiteren entzündlichen Erkrankungen 
untersucht und erzielten ähnliche Ergebnisse. Fibroblasten von Patienten, die an 
systemischer Fibrose leiden, exprimieren ST2 deutlich stärker als Fibroblasten 
aus gesunden Kontrollen [253]. ST2 wird durch Stressoren, insbesondere durch 
Entzündungsmediatoren wie TNF und andere proinflammatorische Zytokine, aber 
auch durch Bleomycin, UV-Strahlung sowie Zytokine der TH2-Zelllinie „hoch-
reguliert“ [254, 255]. Daher könnte die starke ST2-Expression auf CU-CLPF auf 





CU-Patienten zurückzuführen sein. Dies wird ebenso durch eine Studie gestützt, 
in der die ST2-Expression auf der Cornea von Mäusen nach Exposition mit 
Pseudomonas aeruginosa signifikant stärker gewesen ist [256]. Weitere Studien, 
die in Schleimhautbiopsien aus dem Colon von CU-Patienten in der Immuno-
fluoreszenz eine signifikant verstärkte Expression vom löslichen Rezeptor ST2, 
ausgeprägter als bei MC- oder KO-Patienten zeigten [257], stützen ebenfalls das 
Ergebnis. Schließlich ist ST2 bei CED insbesondere in der Lamina propria des 
Colons immunhistochemisch vermehrt nachweisbar, bei CU-Patienten sogar 
noch etwas stärker als bei MC-Patienten [258]. Diese Tatsachen stützen das 
Ergebnis, dass ST2 in CU-CLPF verstärkt exprimiert wird, und dass entzündliche 
Faktoren für diese verantwortlich sind. Möglicherweise hängt das Ausmaß der 
ST2-Expression vom Grad der Entzündung ab. 
 
5.2.2 MC-LPMZ exprimieren den IL-33-Rezeptor stärker als KO- und 
CU-LPMZ 
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass außer CLPF auch humane 
LPMZ ST2 exprimieren. Interessanterweise exprimieren MC-LPMZ den IL-33-
Rezeptor stärker als KO- und CU-LPMZ. Zahlreiche Untersuchungen konnten 
ST2 insbesondere auf TH2-Zellen sowie Mastzellen nachweisen [113]. Das 
Ergebnis ist somit mit großer Wahrscheinlichkeit auf die Expression von ST2 auf 
T-Lymphozyten und Mastzellen in der Lamina propria des Colons zurück-
zuführen. Morbus Crohn ist jedoch eine TH1-Zytokin-assoziierte Erkrankung, 
daher erscheint es nicht plausibel, dass MC-LPMZ ST2 am stärksten 
exprimieren. Das Ergebnis lässt sich dennoch dadurch erklären, dass in der 
Lamina propria des Colons von gesunden Kontroll-Patienten ST2 überwiegend 
auf Epithelzellen und weniger auf LPMZ exprimiert wird [258], während in 
entzündeten Colonabschnitten von CU- und MC-Patienten (CU>MC) dieser 
überwiegend auf LPMZ exprimiert wird [258]. Dabei scheint gerade der Verlust 
von intestinalen Epithelzellen charakteristisch für Morbus Crohn und Colitis 
Ulcerosa zu sein [258]. Pastorelli et al. erzielten ähnliche Ergebnisse, die das 





Modell. Sie wiesen immunhistochemisch im Colitis/Crohn-Mausmodell verstärkt  
ST2 auf LPMZ nach. Dabei war ST2 insbesondere in LPMZ aus entzündeten 
Arealen von Mäusen mit Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn, v. a. auf Histiozyten 
und Lymphozyten, nachweisbar [258]. Im Unterschied zu den hier präsentierten 
Ergebnissen konnte immunhistochemisch mehr ST2 in LPMZ aus CU- als aus 
MC-Mäusen nachgewiesen werden. 
 
5.3 IL-33 stimuliert in KO-, MC- und MCS-CLPF die IL-6/IL-8-
Sekretion signifikant 
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des 2005 entdeckten IL-33 auf MC-, KO- 
sowie MCS-CLPF zu untersuchen. Die IL-33/ST2-Achse ist besonders interes-
sant, da sie in einer Reihe von chronischen Erkrankungen wie allergischem 
Asthma und rheumatoider Arthritis die Entzündung und Krankheitsentstehung 
fördert [140, 250, 259, 260]. In Tierexperimenten mit Herzinsuffizienz dagegen 
führt IL-33 zu einer Reduktion der ventrikulären Hypertrophie sowie der Fibrose 
[148, 261]. Zudem konnten Studien protektive Wirkungen von IL-33 auf die 
Schleimhautintegrität des Colons nachweisen, wie zum Beispiel die Aufrecht-
erhaltung der Barrierefunktion sowie die Epithelproliferation und Mukussekretion 
[129]. 
In dieser Arbeit sollte die Rolle von IL-33 im Kontext der Krankheitsentstehung / 
-förderung bei Morbus Crohn untersucht werden. Tierexperimente lieferten erste 
Hinweise dafür, dass dieses im Gastrointestinaltrakt einen besonderen Stellen-
wert einnimmt. Dort führt Stimulation mit IL-33 zu Epithelhyperplasie, Becherzell-
hyperplasie sowie zu einer Eosinophilen- und Neutrophilen-Infiltration in die 
Colon-Schleimhaut [108]. Zudem ist IL-33 und der dazugehörige Rezeptor ST2 
sowohl in entzündeter Colonschleimhaut als auch im Serum von Colitis/Crohn-
Mäusen verstärkt nachweisbar [258]. Nach Infliximab-Therapie sinken die IL-33-
Konzentrationen im Serum und der Anteil an löslichem ST2 (welches anti-
inflammatorisch wirkt) steigt [258]. Aber auch bei Patienten, die an Colitis 





Vergleich zu Gesunden erhöht und korrelieren positiv mit der Gesamtmenge von 
ST2 im Darm [262]. Ferner besteht eine positive Korrelation zwischen ST2-
Serumspiegel und TNF-Serumspiegel sowie dem endoskopischen und histo-
pathologischen Befund der Darmentzündung bei MC-Patienten [262]. Somit sind 
für IL-33 sowohl protektive als auch schädigende Effekte beschrieben und diese 
deuten auf eine bedeutende Rolle von IL-33 in der Pathogenese von Morbus 
Crohn hin. Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede in der proinflammatorischen 
Zytokinsekretion (IL-6/IL-8) von MC-CLPF und KO-CLPF nach IL-33-Exposition 
aufzuzeigen, welche ggfs. Rückschlüsse auf die Pathogenese sowie auf neue 
Therapieansätze von Morbus Crohn zulassen. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass KO-, MC- und MCS-CLPF auf die 
Stimulation mit IL-33 mit einer signifikant gesteigerten IL-6/IL-8-Sekretion im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle reagieren. Zu erwarten war dies insofern, 
als IL-33 seine Wirkung über NF-κB ausübt. Wie in der Einleitung bereits 
beschrieben, ist NF-κB an der Regulation der Transkription von IL-6 und IL-8 
beteiligt [170]. Bereits in Enteritis-Tiermodellen, in denen Tiere mit IL-33 stimuliert 
wurden, konnten verstärkte IL-5- und IL-6-Sekretionen aus mesenterischen 
Lymphknoten- und Milzzellen sowie im Serum gemessen werden [258]. Kardiale 
Fibroblasten aus Ratten sezernieren nach Stimulation mit IL-33 ebenfalls IL-6 
[247]. Ferner ist eine stärkere IL-6-Sekretion von dermalen Fibroblasten bei 
Patienten mit Atopischer Dermatitis im Vergleich zu unstimulierten Fibroblasten 
nachweisbar [263]. Weitere Untersuchungen konnten ebenso eine gesteigerte 
Sekretion u. a. von IL-6 und IL-8 in verschiedenen Zellen nach IL-33-Stimulation 
belegen [114, 264-266]. Entgegen der Erwartung zeigen sich jedoch keine signi-
fikanten Unterschiede im IL-6/IL-8-Sekretionsverhalten der CLPF-Gruppen 
untereinander. KO-, MC- und MCS-CLPF reagieren alle mit einer ähnlich starken 
IL-6/IL-8-Sekretion auf die IL-33-Stimulation. Weiterhin konnte keine Zeitab- 
hängigkeit für die untersuchten Zeitpunkte 24 h und 48 h gezeigt werden. Eine 
Dosisabhängigkeit konnte lediglich für die IL-6-Sekretion von KO-CLPF nachge-
wiesen werden. Dieses Ergebnis wird durch tierexperimentelle Untersuchungen 
gestützt, in denen kardiale Fibroblasten aus Ratten ebenfalls dosisabhängig mit 





Ursache für die fehlende Dosisabhängigkeit der IL-6/IL-8-Sekretion in MC- und 
MCS-CLPF könnte ein zu niedrig oder zu hoch gewählter Dosisbereich sein. 
Weitere Untersuchungen, die Zellstimulationen mit IL-33 und nachfolgender 
Zytokinmessung durchführten, wurden mit gleichen Dosen durchgeführt [108, 
114, 266-268]. Weiterhin ist es wahrscheinlich, dass, wenn MC- und MCS-CLPF 
im Ruhezustand eine verstärkte Zytokinsekretion aufweisen, es notwendig ist 
höhere IL-33-Konzentrationen für die Stimulation zu verwenden als bei gesunden 
Fibroblasten um eine signifikante Steigerung der in Ruhe bereits erhöhten IL-6- 
und IL8-Sekretion zu erzielen. Möglicherweise sind MC- und MCS-CLPF mit der 
IL-6/IL-8-Sekretion bereits am Maximum, da sie vielleicht auf jede externe 
Stimulation mit einer maximalen Zytokinantwort reagieren und deshalb keine 
Unterschiede zwischen den lL-6/IL-8-Sekretionen auf verschiedene IL-33-Kon-
zentrationen zeigen. 
 
5.4 Einfluss von IL-33 und TLR-Liganden auf die 
Signaltransduktion 
5.4.1 p-ERK 42/44 wird in MCS-CLPF durch die Stimulation mit 
TNF+IL-33 sowie CpG-ODN+IL-33 verstärkt aktiviert 
Im Western Blot sollte untersucht werden, ob IL-33 die Signaltransduktion von 
KO- und MCS-CLPF moduliert. IL-33 ist ein Ligand für ST2 und entfaltet seine 
Wirkung über MAPKs wie p38, JNKs, ERK 42/44 aber auch über die 
Transkriptionsfaktoren NF-κB sowie AP-1. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob 
die Aktivierung von p-ERK 42/44 sowie NF-κB p65 durch TNF, LPS, CpG, IL-33 
sowie die Kostimulationen verändert wird. Die Stimulationen mit TNF+IL-33 sowie 
CpG+IL-33 haben in MCS-CLPF eine verstärkte p-ERK 42/44-Aktivierung zur 
Folge. Zahlreiche Studien konnten bereits zeigen, dass p-ERK 42/44 im 
intestinalen Gewebe (Epithelzellen aber auch in Zellen der Lamina propria), und 
insbesondere in Entzündung, von Morbus Crohn Patienten verstärkt aktiviert ist 
[269-271]. Sowohl TNF als auch IL-33 aktivieren nach Rezeptorbindung MAPK. 





Untersuchungen, die das Ergebnis dieser Arbeit bestätigen, fehlen bis jetzt. 
Bereits gezeigt werden konnte, dass Stimulation von intestinalen Epithelzellen 
von CU-Patienten sowie von murinen synovialen Fibroblasten mit TNF zu einer 
verstärkten intrazellulären Synthese von IL-33, jedoch ohne Sekretion von IL-33 
führt [258, 264]. Möglicherweise übt das sich intrazellulär akkumulierende IL-33 
Aktivitäten als nukleärer Transkriptionsfaktor bzw. als ein Regulator der 
Transkription aus, die zu verstärkten p-ERK 42/44-Aktivierung führen [135]. Das 
im Colon von Morbus Crohn Patienten vermehrt nachweisbare TNF könnte 
erklären, dass MCS-CLPF noch vor der Isolation stärker mit TNF stimuliert 
worden sind und dies zu einer verstärkten intrazellulären IL-33-Synthese führte. 
Die Signalpfade von TNF und IL-33 können sowohl in der Aktivierung von NF-κB 
als auch in der Aktivierung von AP-1 münden. Sowohl TNF als auch IL-33 wirken 
über TRAF6 und MAPKs, NF-κB und AP-1. Die verstärkte Aktivierung von 
p-ERK 42/44 führt wahrscheinlich durch das Zusammenspiel von TNF und IL-33, 
vielleicht über verschiedene Modulatoren, zu einer verstärkten Aktivierung vom 
MAPK-abhängigen TRAF6-Weg. Funakoshi et al. konnten in murinen Embryonal-
fibroblasten eine Induktion der TRAF6-Ubiquitin-Ligase Aktivität (E3) durch IL-33 
nachweisen [272]. Dadurch kommt es zur Autoubiquitinierung von TRAF-6, 
sodass die Signaltransduktion bei Kostimulation mit TNF zur kompensatorischen 
ERK1/2-Aktivierung führen könnte. Weiterhin könnte eine verstärkte Aktivität von 
A20 das Ergebnis erklären. Das Zinkfingerprotein A20 ist ein hemmender 
Regulator, der den Wirtsorganismus vor einer zu starken Immunreaktion nach 
Toxinkontakt und damit vor Schock schützt. In der Signaltransduktion von TLR-
Rezeptoren wird TRAF6 normalerweise während der nachfolgenden NF-κB-
Aktivierung ubiquitiniert. A20 kann TRAF6 deubiquitinieren und somit die TRAF6-
abhängige NF-κB-Aktivierung hemmen [273]. Unterbricht man die TLR-Signal-
kaskade an der Stelle der TRAF6-Aktivierung, wird die IL-33-Stimulation über 
eine alternative Signalkaskade, beispielsweise über p-ERK 42/44, kompen- 
satorisch verstärkt weiterlaufen. In verschiedenen Geweben von Mäusen kann 
A20-mRNA durch TNF induziert werden [274-276]. Möglicherweise ist dies in 
CLPF ebenso der Fall. Weiterhin könnte die Anwesenheit von SOCS das 





vermehrt proinflammatorische Zytokine nach Stimulation mit TLR-Liganden wie 
zum Beispiel LPS. Die Anwesenheit von SOCS1 hemmt die LPS-abhängige 
NF-κB- und STAT1-Aktivierung in Makrophagen [225]. Die meisten SOCS, auch 
SOCS1 und SOCS3 werden durch Zytokine, aber auch durch LPS und CpG 
induziert und hemmen dann durch einen negativen Feedback-Mechanismus die 
Zytokin-Signaltransduktion via JAK-STAT. Abgesehen davon haben SOCS 
jedoch auch einen Einfluss auf die TLR-Signaltransduktion. SOCS1 
beispielsweise bindet an die p65-Untereinheit von NF-κB und führt durch 
Ubiquitinierung zu dessen Abbau, aber auch zum Abbau von MAL [224]. 
Angenommen die Stimulation mit CpG-ODN induziert in MCS-CLPF SOCS1, 
dann führt dies zum Abbau von MAL, welches normalerweise nach IL-33-
Stimulation aktiviert wird und dem nachgeschalteten Signalpfad, der in der 
Aktivierung von NF-κB mündet. Kompensatorisch könnte möglicherweise die 
Signalkaskade über p-ERK 42/44 verstärkt aktiviert werden. Dies wäre eine 
mögliche Erklärung für die verstärkte p-ERK 42/44-Aktivierung nach CpG+IL-33-
Stimulation. Eine mögliche Ursache dafür, dass dies nur in MCS-CLPF auftritt, 
könnte sein, dass IL-6 und IL-8 ebenfalls SOCS1 induzieren können. Da IL-6 und 
IL-8 in MCS-CLPF nach Stimulation mit TNF und LPS vermehrt sezerniert 
werden, kann diskutiert werden, dass SOCS1 durch IL-6/IL-8 verstärkt induziert 
wird. Die Kostimulation von TNF+IL-33 würde über vermehrte IL-6/IL-8-Sekretion 
zur Induktion von SOCS1 führen. Dieses würde über p65-Ubiquitinierung NF-κB 
abbauen und gleichzeitig auch evtl. MAL abbauen. TNF und IL-33 könnten 
demnach nur über einen alternativen Signalpfad wirken, der sich in der 
verstärkten Aktivierung von p-ERK 42/44 äußert. Ein weiterer möglicher Grund für 
die verstärkte p-ERK 42/44-Aktivierung in MCS-CLPF könnte die Anwesenheit 
von NO sein. NO kann in Anwesenheit von TNF SOCS1 in humanen Monozyten 
induzieren [277]. Es bestehen Hinweise, dass bei Entzündungsreaktionen NO in 
großen Mengen lokal synthetisiert wird. Eine mögliche Rolle von NO in der Patho-
genese von Krankheiten wie Rheumatoider Arthritis, Atherosklerose, aber auch in 
Morbus Crohn wird diskutiert [278-280]. Insofern ist es denkbar, dass MCS-CLPF 
vermehrt NO sezernieren, welches dann zusammen mit TNF in CLPF SOCS1 





führt. SOCS-3 inhibiert die NF-κB-abhängige Transkription durch Hemmung der 
Assoziation von TRAF6 und transforming growth factor-β activated kinase 1 
(TAK1) [281]. Wenn man bedenkt, dass sowohl IL-33 als auch TNF über TRAF6 
ihr Signal weiterleiten, könnte es sein, dass SOCS-3 auch in diesem Fall die 
Interaktion zwischen TRAF6 und TAK1 hemmt, sodass es zu keiner Freisetzung 
von NF-κB kommen kann und stattdessen die Signalkaskade über eine verstärkte 
Aktivierung von p-ERK 42/44 weitergeleitet wird. Welche Rolle TNF dabei spielt, 
ist unklar. Vielleicht wird die p-ERK 42/44-Aktivierung erst dann verstärkt aktiviert, 
bzw. für uns im Western Blot sichtbar, wenn die TRAF6-TAK1-Interaktion sowohl 
in der Signalkaskade von TNF als auch in der von IL-33 gehemmt wird. Eine 
andere Möglichkeit ist, dass TNF erforderlich ist, um SOCS-3 in Fibroblasten zu 
induzieren, damit dieses als nächstes die Wirkung auf die IL-33-Signal-
transduktion entfaltet. Auf eine Rolle des TNF als potenziellen SOCS-3-Induktor 
weisen Tierexperimente hin, bei denen TNF im Fettgewebe von adipösen 
Mäusen SOCS-3 induziert [282]. Wie bereits erwähnt, könnte aber auch hier 
zunächst die Induktion von SOCS-3 über IL-6, als Antwort auf die TNF-
Stimulation, erfolgen. SOCS-3 würde dann nach IL-33-Kostimulation die TRAF6-
Aktivierung hemmen und zu einer verstärkten Aktivierung von p-ERK 42/44 
führen. Eine weitere mögliche Ursache für die verstärkte p-ERK 42/44-Aktivierung 
nach CpG+IL-33-Stimulation könnte darin begründet sein, dass CpG-ODN selbst 
die IL-33-Expression induzieren kann [283]. 
 
5.5 Kostimulation mit TLR-Liganden und IL-33 
5.5.1 CpG+IL-33 führt zu IL-6/IL-8-Sekretion in MC-CLPF, aber nicht in 
MCS-CLPF 
In Tierexperimenten mit Colitis-Modellen bewirkt die Stimulation mit CpG-ODN 
eine verstärkte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen [234]. Die im 
Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurden mit primären 
humanen CLPF von Morbus Crohn und Morbus Crohn Stenose durchgeführt. Bei 





Sekretion nach CpG-ODN-Stimulation nachweisbar. Umso interessanter ist das 
Ergebnis, dass MC-CLPF jedoch mit einer signifikant gesteigerten IL-6/IL-8-
Sekretion antworten, wenn sie mit CpG-ODN und IL-33 zusammen stimuliert 
werden. Weitere das Ergebnis dieser Arbeit stützende Studien fehlen bis jetzt. 
CpG-ODN ist in der Lage die IL-33-Expression zu induzieren [283]. Möglicher- 
weise bewirkt die Stimulation mit CpG-ODN die Induktion von IL-33 in MC-CLPF. 
Dadurch kommt es zu einem Überwiegen von IL-33 gegenüber CpG-ODN und 
damit zu den IL-33-abhängigen Wirkungen. Interessant ist jedoch, dass dieser 
Effekt lediglich in MC-CLPF, aber nicht in MCS-CLPF nachweisbar ist. 
SIGIRR/Tir8 ist ein Protein, das als negativer Regulator des IL-33-Rezeptors ST2 
wirkt. SIGIRR-defiziente Mäuse weisen nach IL-33-Stimulation stärkere IL-4- und 
IL-5-Sekretionen auf als Mäuse ohne SIGIRR-Defizienz. Weiterhin zeigten 
SIGIRR-defiziente murine dendritische Zellen eine verstärkte proinflammatorische 
Antwort nach CpG-ODN-Stimulation und SIGIRR-defiziente Mäuse sind verstärkt 
anfällig für intestinale Inflammation, die sich in verstärkter IL-6- und TNF-
Sekretion äußert [284, 285]. Spekuliert werden kann, dass MC-CLPF SIGIRR 
defizient sind und daher auf die CpG-Stimulation mit IL-6 und IL-8-Sekretion 
reagieren. Ergebnisse dazu stehen jedoch aus. 
CpG-ODN agiert über seinen Rezeptor TLR9 und stimuliert in Makrophagen und 
dendritischen Zellen die Sekretion von HMGB1. HMGB1 ist ein Protein, das 
CpG-ODN bindet [286]. Es interagiert mit TLR9 und beschleunigt die Verteilung 
von TLR9 auf Endosomen nach CpG-ODN-Stimulation. Zudem erleichtert und 
beschleunigt HMGB1 die Bindung von CpG-ODN an seinen Rezeptor und führt 
zu einer verstärkten Sekretion von TNF, IL-6 und IL-12 [286]. Entsprechend führt 
ein Mangel an HMGB1 zu fehlender IL-6-, IL-12- und TNF-Antwort nach 
CpG-ODN-Stimulation. Es könnte sein, dass MC-CLPF zu wenig HMGB1 
synthetisieren und dieses erst durch die Kostimulation mit IL-33 induziert und zu 
einer signifikanten IL-6/IL-8-Sekretion führt. Zudem wird HMGB1 überwiegend 
aus nekrotischen Zellen freigesetzt [287, 288]. Das wiederum könnte durch 
abgestorbene MC-CLPF während des Stimulationsversuchs geschehen sein und 
zu verstärkter Freisetzung von HMGB1 geführt haben. Dies würde erklären, dass 





Sekretion führt. Weiterhin wird HMGB1 nach Exposition mit proinflammatorischen 
Zytokinen sowie NO aktiv sezerniert [231]. MC-CLPF sezernieren nicht nur IL-6 
und IL-8 stärker als KO-CLPF sondern stehen auch im Verdacht vermehrt NO zu 
sezernieren. Dies könnte die Sekretion von HMGB1 verstärken und zu den 
gerade beschriebenen Effekten führen. Weitere Ergebnisse stehen aus. 




6 Zusammenfassung und Ausblick 
Morbus Crohn ist eine Erkrankung für die bis zum jetzigen Zeitpunkt keine 
kausale Therapie bekannt ist und deren Ätiologie und Pathogenese bis heute 
viele Fragen aufwirft. Daher ist es von großer Bedeutung die weiteren 
Bestandteile, die an der Entzündung beteiligt sind zu identifizieren. In dieser 
Arbeit wurde erstmals der Einfluss von IL-33 auf primäre Colon-Lamina-propria-
Fibroblasten von Patienten mit Morbus Crohn bzw. Stenose bei Morbus Crohn 
sowie von Kontroll-Patienten untersucht. 
Erstmals konnte gezeigt werden, dass KO-, MC- und MCS-CLPF den IL-33-
Rezeptor exprimieren und dementsprechend auf Stimulation mit IL-33 mit 
gesteigerter IL-6/IL-8-Sekretion reagieren. Mit diesem Ergebnis konnte die 
Hypothese, dass IL-33 als Zytokin der TH2-assoziierten Zytokinaktivierung, wie 
z. B. IL-4 und IL-5 in MC- und MCS-CLPF, die IL-6/IL-8-Sekretion hemmt und als 
ein potenzielles Therapeutikum in Frage kommt, widerlegt werden. Größere 
Unterschiede im IL-6-/IL-8-Sekretionsverhalten zwischen KO-, MC- und 
MCS-CLPF untereinander konnten nicht festgestellt werden, außer der 
Gegebenheit, dass MC- und MCS-CLPF mit einer tendenziell stärkeren IL-6/IL-8-
Sekretion reagieren als KO-CLPF. Dies ist wahrscheinlich auf die bereits in Ruhe 
verstärkte IL-6- und IL-8-Sekretion von MC- und MCS-CLPF zurückzuführen. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass KO-CLPF dosisabhängig auf IL-33 
reagieren, MC- und MCS-CLPF nicht. Ferner wurde demonstriert, dass CU-CLPF 
den IL-33-Rezeptor unter den CLPF am stärksten und MC-LPMZ unter den 
LPMZ-Gruppen exprimieren. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, 
dass MC- und MCS-CLPF auf CpG-ODN, anders als in Tierexperimenten, nicht 
mit verstärkter IL-6/IL-8-Sekretion reagieren, während die Kostimulation mit 
CpG-ODN und IL-33 in MC-CLPF, jedoch nicht in MCS-CLPF eine signifikant 
gesteigerte IL-6/IL-8-Sekretion bewirkt. Schließlich konnte in den durchgeführten 
Untersuchungen eine verstärkte p-ERK-42/44-Aktivierung in MCS-CLPF nach 
Stimulation mit TNF+IL-33 und CpG+IL-33 nachgewiesen werden. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die in dieser Arbeit durchgeführten 
IL-33-Stimulationen einen potenziell entzündungshemmenden Effekt von IL-33 in 




MC- und MCS-CLPF widerlegen konnten, jedoch eine entzündungsfördernde 
Rolle von IL-33 stützen. Insgesamt mehren sich Untersuchungsergebnisse, die 
auf eine Beteiligung von IL-33 als proinflammatorisches Protein an der Patho-
genese von chronisch entzündlichen Krankheiten hindeuten. Es bestehen Hin-
weise dafür, dass IL-33 im Anfangsstadium der Krankheitsentstehung von CED 
eine wesentliche Rolle bei der Entscheidung spielt, ob sich die Krankheit in 
Richtung TH1-assoziiertem Morbus Crohn oder der TH2-assoziierten Colitis 
Ulcerosa entwickelt. Zu viel IL-33 könnte zu Colitis Ulcerosa führen, wenig IL-33 
zu Morbus Crohn [258]. Bereits gezeigt werden konnte, dass die IL-33-
Konzentration in entzündeter Schleimhaut sowie im Serum von Patienten mit 
chronisch entzündlicher Darmerkrankung erhöht ist. Zudem ist auch der lösliche 
antiinflammatorisch wirkende Rezeptor sST2 im Serum von CED-Patienten 
erhöht nachweisbar [258]. Ferner konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 
MC-LPMZ sowie CU-CLPF sehr stark ST2 exprimieren. Ebenso finden sich im 
Serum von Systemischem Lupus erythematodes (SLE)-Patienten erhöhte sST2--
Konzentrationen. Diese korrelieren positiv mit der Krankheitsaktivität [289]. 
Erhöhte IL-33-Expression ist ebenfalls in synovialen Fibroblasten bei 
rheumatoider Arthritis nachweisbar. Dort konnte bereits in Tierexperimenten 
gezeigt werden, dass Anti-ST2-AK die Entzündungsaktivität von rheumatoider 
Arthritis erfolgreich senken [140]. Weiterhin konnten in Tierexperimenten TNF-AK 
die Konzentration an zirkulierendem IL-33 in der Colitis reduzieren [118, 258]. All 
diese Fakten sprechen dafür, dass IL-33 bzw. ST2 als neues potentielles Target 
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